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GIiRIS VE AMAG

Periapeks ileri derecede degisim yetenegi ve aktif fizyolojisi olan bir
dokudur. lItihap sonucu kék kanalinin apikal bslumunde, dentinde ve sementte duzensiz
rezorbsiyon alanlart olusabilmektedir. lltihabin apikalde periodontal membrana dogru
geniglemesi, alveoler kemikte rezorbsiyona ve rezorbe alanlarin grantulasyon dokusu ile
dolmasina neden olmaktadir. Kanal tedavisi esnasinda apikal bélumde, fazla mekanik ve
kimyasal irritasyon yapmadan ve bu dokuyu enfekte etmekten kaginilarak galgilir ve ideal
apikal tikama saglanirsa, iltihabi reaksiyon geriler ve tamir gergeklesir. Granilasyon
dokusu yerine fibréz doku olusur ve sonradan bunun da yerini kemik dokusu alir. Kokteki
rezorbsiyon alanlarinda kalsifiye doku birikimi, kanalin apikal bslumuna tedrici olarak

daraltir. Fakat kalsifiye dokuyla tamamen kapanma olugmaz.

Endodontik bagarinin histolojik dederlendiriimesi, kolay uygulanabilir bir
teknik degildir. Bununla beraber kék kanal tedavisini takiben iltihabin bulunmadidi ve
kemik rejenerasyonunun bulundugu olgularda klinik basan oraninin arthigt da bir

gercektir. Periapikal dokularda histolojik olarak kabul edilebilir bir iyilesmede:

1. [Itihap olmamasi

2. Periodontal lif rejenerasyonu

3. Foramen apikale bélgesinde yeni sement tabakalarinin
olusumu

4. Saglikll osteoblastiarla yeni kemik yapimi

olusmasi gerekmektedir.

lyilesen periodontal dokularin histolojik incelenmesinde sement birikimi,

artan vask(lerite ve artan fibroblastik ve osteoblastik aktivite géralur.



Periapikal iyilesme enzimatik faaliyetlerle basglar:

1. Eozinofillerden gelen histaminaz enzimi histamini ve
kininaz bradikinini, slperoksitdismustaz ise dokuda biriken superoksit

radikallerini azaltir.

2. Intraselliler siklik adenozin monofosfat (CAMP) orani
siklik guanidin monofosfat (cGMP) miktarindan daha fazlaysa iltihap artar.

lyilesmekte olan periapikal dokularda cGMP miktari daha fazladir.

3. Histamin salinir ve Mast hiicrelerinin H2 reseptérlerine

tutunarak iltihaba karsi koyan bir reaksiyonu baslatir.

Periapikal dokularda enzimatik olaylar bagladi§inda rejenerasyon veya

fibrozis seklinde iki farkli olay meydana gelir.

Konak tarafindan ilk 6nce rejenerasyon denenir. Basarilamad:idinda
fibrozis baglar. Periapikal dokular, kok yizeyi ve kemik dokusu arasinda yer alan sinir
lifleri ve kan damarlarindan olugmustur. Bitiin bu dokularin rejenerasyon kabiliyeti vardir.
Mevcut osteoblastlar aktive olur veya fibroblastlar osteoblasta dtnuserek yeni kemik
yapimi baslar. Rejenerasyon tam olarak basarilamadiginda, arta kalan fibrin-fibronektin
matriksi Ozerine kollajen yigilir. Bu olayda fibroblastlar tarafindan salgilanan kollajen,
normal dokulardaki gibi Tip 1 degil Tip lll (protokollajen) kollajendir. Olusan bu fibréz
dokunun igerisinde zengin bir damar agi olusur ve bu yeni dokuya granulasyon dokusu

denir.

Periapikal iyilesme sirasinda olugan grantlasyon dokusu kalsifiye olabilir.
Buradaki T lenfositlerin aktivitesi nedeniyle ve akut faz proteinlerinden acgiga ¢ikan
kallikrain ve kininaz I, hem osteoblastlari hem de osteoklastlari uyarir. Bu maddeler
ortamda polimorfontkleer I6kosit (PML), cAMP ve T helper lenfosit (Th) varliginda

osteoklastlan daha fazla uyarir. Ancak iltihabi durum ortadan kalktiginda, periapekste bu



enzim ve hicreler bulunmaz. Bu nedenle osteoblastik aktivite digerinin énine gecer.
Kalsifikasyon graniilasyon dokusunun merkezinde birka¢ noktadan baslar, perifere dogru

yayilir. Sonra bu kalsifikasyon odaklari birlesir.

Ancak bu durum her zaman boyle gerceklesmeyebilir. Granilasyon
dokusu fibroepiteliyal dejenerasyon gosterebilecedi gibi en basa donerek iltihabi bir odak

da olusturabilir *.

Son vyillarda lazer dig hekimligi alaninda siklikla kullanilan bir teknik
haline gelmigtir. Ozellikle Nd:YAG lazer sistemleri, lazer 1sininin ¢ok ince fiber optik
kablolar yardimiyla iletiimesi nedeniyle, kék kanal tedavilerini de iceren pek ¢ok alanda
kullanilabiimektedir. Nd:YAG lazerin kék kanallarini steril edebilmesi, smear ve debrisi
uzaklagtirabilmesi ve dentin tubillerini tikayabilmesi bu cihazin sagladi§i avantajlarin bir

kismidir.

Degisik tipteki lazerlerin kok kanal sistemi tizerindeki etkileriyle ilgili pek
¢ok arastirma yapiimig olmasina ragmen, bu lazerlerin hucresel dizeyde meydana
getirdigi morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle ilgili cok az arastirma mevcuttur. Bu
etkilerin in vivo yerine, hiicre kulturleri kullanilarak in vitro olarak degerlendirimesi,
standart deney islemlerinin gergeklestirilebilmesi, kisa sUrede sonug alinabiimesi,
deneylerin maliyetlerinin daha dusik olmasi ve sayisal dederler elde edilebilmesi gibi
avantajlar sadlamaktadir. Kemik dokusuyla ilgili in vitro biyouyumluluk deneylerinden pek
codu, insan kaynakl olmayan primer kemik hucreleriyle veya devamli hicre kulturleriyle
yapiimaktadir. Insan kemik hicreleriyle elde edilen primer kdlturlerle yapilmig ¢ok az
aragtirma mevcuttur. Bu calismada insan kaynakli osteoblast modeli olarak, devamli
huicre kulturt Saos-2 kullantimistir. Bu hlicreler osteoblastik fenotip gésterir, uzun sure

yasatilabilir ve in vitro olarak kemik olugturabilirler.

Bu caligmanin amaci Nd:YAG lazer sisteminin kok kanallarini steril

ederek periapikal dokularin iyilesmesine yardimci olmasi yaninda, dis kokleri etrafinda



bulunan alveoler kemik dokusunda hiicresel diizeyde meydana getirecedi degisikliklerin,
bu lezyonlarin iyilesmesi Uzerinde olumlu bir etki sadlayip saglayamayacagdinin insan
osteoblast devamh hicre kiltarh  kullanilarak incelenmesidir. Calismada lazer
uygulamasinin osteoblast hiicreleri Uzerinde meydana getirdigi etkiler farkli dedigkenler
acisindan incelenmigtir. Bu lazer sisteminin ¢alismada uygulanan gug, slre ve
frekanslarda, osteoblastlarda sayisal olarak bir artis meydana getirip getirmedigi
arastinimistir. Bunun yaninda biyokimyasal ve sitokimyasal incelemelerle bu hicrelerden
salinan alkalen fosfataz enzimi ve osteokalsin miktariari tayin edilerek bunun kalsifiye

doku olugumu Uzerindeki etkilerinin yorumlanmasi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER
KEMIK
KEMIGIN TEMEL BIYOLOJISI VE BIYOKIMYASI

Kemik, durmaksizin yapisini yenileyen ve metabolik olarak degisen aktif
bir dokudur. Kemik iskelet, organlan koruma, viicuda destek olma ve hareket imkani
saglama yaninda, cesitli fonksiyonlar igin gerekli kalsiyum, fosfat, magnezyum, sodyum
ve karbonat gibi minerallere dinamik bir depo olma gérevini de Ustlenmig, organik ve
inorganik bilegenlerden meydana gelmis bir bag dokusudur. Organik kisim kollejen ve
kollejen disi proteinlerden olusan matriks ve kemik hicrelerinden olusur. Inorganik kisim
ise hidroksi apatit kristallerinden, kalsiyum, sodyum, magnezyum ve florid gibi iyonlar ile

karbonattan olugmustur 2.
KEMIGIN YAPISI
KEMIK TIPLERI| VE KEMIK HUCRELERI

Kemigin baslica iki tipi, stingerimsi gérunumlt trabekiler (kansell$z)
kemik ve kati yapili kortikal kemiktir. Trabekuler kemik, uzun kemiklerin merkezini ve
metafizlerini olusturur. Kikirdak turevlidir ve iskeletin en buyuk damar donanimina
sahiptir. Trabekiler kemik hayat boyunca son derece aktiftir. Osteoporozun trabekdler
bolgelerde daha fazla ve erken meydana gelmesinin nedenlerinden biri bu aktivitedir.
Yapisal farklara ek olarak, trabektler ve kortikal kemik arasinda, hucrelerin ti¢ boyutiu
duzenlenimi, minerallesmis matrikslerinin yodunlugu, kan damarlarinin ve kemik
hucrelerini saran ve besleyen kemik ifiginin dagilimi bakimindan da fark vardir.
Trabekuler kemik, kortikal kemikten daha buyuk bir yizeye sahiptir ve metabolik olarak

daha aktiftir °.



Tum kemik ylzeyleri belirli morfolojik ve fonksiyonel &zellikleri olan
hiicrelerle kaplidir. Kemikte dért tip hiicre bulunur: 1) osteoblastlar 2) osteoklastlar, 3)

osteositler ve 4) osteoprogenitor hicreler.

Osteoblastlar ve osteoklastlar metabolik olarak aktiftir ve hem kortikal
hem de trabekiler (kanselléz) kemik boyunca bulunsalar da asil yogunluk trabekuler

kemiktedir *

. Osteositler, minerallesmis doku iginde gémull bulunurlar ve genellikle
osteoblastlarin diferansiyasyonuyla olusurlar. Kan damarlari ve ekstraselllier sivilarla
iligkileri sinirhdir 3. Osteositlerin kemigin metabolik aktivitesine énemli derecede katildid:
distntlmemektedir * Ozellikle uzun kemiklerin ylizeyini saran ve orten kemik astar

hicrelerinin, osteoblast benzeri hicreler oldugu dustntimektedir fakat metabolik

aktiviteleri gok azdir *.
Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik iliji ve endosteal tabakadaki prekurstr hucrelerin
degisime ugramasiyla meydana gelirler. Kemik ytizeyinde kimeler halinde bulunan bu
hucreler, metabolik olarak aktiftir ve kemik olusumundan sorumludurlar. Ekstraselluler
matriks icin kollejen, osteokalsin, osteonektin ve alkalen fosfataz sentezlerler. Matriks
mineralizasyonunda rol alirlar. Mineralizasyondan sonra bazi osteoblastiar kemik
ylizeyinde kalir ve dinlenen (resting) osteoblast ya da kemik astar (bone-lining) hicreleri
olarak adlandiriiir. Osteoblastlarin fonksiyonlari. bazi hormonlar ve faktérler tarafindan

duzenlenir.

Osteoblast fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli roli olan paratiroid
hormonu, iyon ve amino-asit gegisine aracilik eder, kollejen sentezini dizenler ve spesifik
bir reseptére baglanir. 1.25-dihidroksi vitamin D; ise osteoblasttaki bir reseptére
baglanarak matriks olusumunu, alkalen fosfataz sentezini ve kemige ait 6zel proteinlerin

sentezini stimile eder. Osteoblastlar ¢strojen ile ilgili reseptor icerirler 59,



Osteoklastlar

Orjinleri kemik iligi veya dolagimdaki makrofajlardir. Endosteal kemik
ylzeylerinde ve Haversian kanallarinda genellikle tek tek bulunan ¢ok cekirdekli dev
hicrelerdir. Bu hicreler kemik rezorbsiyonundan sorumludur. Kemik ylzeylerine
yapigiriar, hidrojen iyonlan veya lizozomal enzimleri salgilayarak mineralize kemigi
yikarlar. Sistemik hormonlardan paratiroid hormonu ve 1.25 dihidroksi vitamin D3 kemik
rezorbsiyonu icin osteoklasti aktive ederken, kalsitonin kemik rezorbsiyonunu durdurur.
Fizyolojik kemik rezorbsiyonu ve normal kemik remodelinginin baslatilmasinda ise lokal

hormonlarin roliiniin sistemik hormonlardan fazla oldugu dustntimektedir.

Osteoklast tizerine direkt stimilan etkisinin oldugu bilinen faktérierden biri
Vitamin A'dir. Transforming growth faktér-alfa (TGF-a), prostoglandinler, l6kotrienler ve
tiroid hormonlarinin osteoklastik aktiviteyi stimile ettigi muhtelif in vitro ve in vivo

calismalarda gosterilmesine ragmen rezorbsiyondaki kesin rolleri hala aragtinimaktadir 2.
Osteositler

Kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle mineralize olan kemik matriksi icinde
hapsolan osteoblastlara osteosit denir. Dolayisiyla osteositler, olgun kemigin esas
hucreleridir. Osteositin hiicre gévdesi icinde bulundugu laktn adi verilen boslugun sekline
uyar. Yass! bir yapiya sahip olan bu hicreler ince stoplazmik uzantilara sahiptir. Bu
uzantilar kanalikuili denilen kuguk kemik kanalciklan icinden gecerek komsu osteositlerin
uzantilariyla iligki kurar. Uzantilarin kanalikililer icinde ne kadar mesafeye ulastiklarini
Istk mikroskobuyla anlamak mumkun degildir. Ancak elektron mikroskop calismalariyla
hucrelerin, uzantilarin birbirflerine  degme noktalannda, iletisim baglantilan ile
baglandikiar tespit edilmigtir. Bu durum, kemik hilicrelerinin lakinleri i¢inde tek baslarina

hapsoimadiklarint, hiicre-hiicre baglanti ézellikleriyle birbirleriyle iliski halinde olduklarini



gosterir. lletisim baglantilar oldukga dusiik elektrik direncinde, kigiik molekil ve iyonlarin
gegigine izin verebilecek 6zelliktedir. Bu bulgu, kemigin kalsifiye olmus matriksi iginde
gémilt bulunan osteositlerin kan yoluyla gelen hormonlarla nasil uyarnldifini izah

edebilmektedir.

Istk mikroskobu incelemelerinde, osteositlerin gekirdek ve sitoplazmik
ozellikieri, Golgi bolgesi harig, hemen hemen osteoblastlarinkiyle aynidir. Osteositlerde
Golgi bolgesi daha az belirgindir. Sitoplazmalan bazik boyalarla daha hafif boyanir.
Kemik matriksinin daha derinierinde bulunan osteositlerdeki Golgi, Endoplazmik
Retikulum, ve Mitokondri gibi organellerin olduk¢a azaldigi gorilir. Bu hlcreler protein
sentezi acisindan daha az aktif gériinmelerine ragmen metabolik olarak tamamen inaktif

degildirler.

Osteositlerin kemigin diger htcre tiplerine dénusebilme 6zelligi vardir;
kemik yikimt sirasinda, iginde bulunduklari lakunler acilinca dinlenme halindeki

osteopregenitor hlicrelere, bunlar da osteoblastlara déntsebilir.

Osteosit, kemik matriksiyle gevrili bir osteoblasttan baska birsey degildir.
Bulundugu lakun iginde yavag yavas sitolojik degisime ugrarken, aktivitesini azalarak da

olsa devam ettirir.

Osteoliz olayr aktif fizyolojik bir olay olup, osteosit etrafindaki kemik

matriksinin dedisime ugratilmasi ve kemik minerallerinin geri emilmesidir 52
Osteoprogenitor hiicreler

Diger destek dokular gibi, kemik dokusu da mezengimden gelisir. Dogum
sonrasinda mitoz bolinme yapabilecek, yapl ve islev bakimindan daha geliskin,
farklilagsmamis hiicre topluluklarina sahiptir. Bu hiicrelere osteoprogenitor veya osteojenik
hicreler denir. Bunlar kemik hiicresi olma yéntnde kosullanmis mezengim hicreleridir.

Osteoprogenitor hicreler agik renkli, oval veya uzunca cekirdekli, hafif asidofil veya gok



soluk bazofil sitoplazmall hiicrelerdir. Sekonder kemiklerin zarlarinda (periostium ve
endosteum), bu kemiklerin icerdikleri Havers ve Volkmann kanallarinin ortisinde ve

buylyen kemiklerin metafizindeki kikirdak matriks i¢erisinde bulunurlar.

Osteoprogenitor hiicreler kemiklerin normal bliyimesi sirasinda aktiftirler.
Erigkinlerde de yukaridaki s6z konusu boélgelerde inaktif durumdayken, kemikte
yaralanma oldugunda ve kiriklarin iyilesme bélgelerinde aktif hale gegerek mitozla
boluntp cogalirlar. Cogalan bu hicrelerin bir boélumi, kemigi olusturan osteoblastlara
donusur. Osteogenez durdugunda osteoblastlar da osteoprogenitor hicrelere

donusebilirler *°.
ALVEOLER KEMIK

Alveoler kemik, alveolir sinirlayan kemik tabakasidir. Kompakt yizeyi
radyografide radyoopak bir cizgi olarak gorltr ve lamina dura olarak adlandirilir. Bu
radyoopasitenin yoduniugu X-isinlarinin acisina ve kékun capina bagl olarak degisir.
Alveoler kemi@in buyuk bolumt lamelli kemikten olugmustur. Lameller, periodontal
ligaman boslugunun ylzeyine dik olacak sekilde, kuguk Havers sistemleri icerisinde
birbirlerine paralel olarak diziimigtir. Alveoler kemigi tanimlamak icin yizeyinin
kalburumsu gérintminden dolayi “kribriform plaka® terimi kullaniimaktadir. Agikliklarin
pek cogu, interalveoler sinirlerin ve kan damarlarinin periodonsiyuma girisi ile ilgilidir.
Kalburumsu yapidan dolayi iltihap basincindan kaynaklanan agri, pulpa agrisindan daha
dusuk duzeydedir. Basincin surekli oldugu 6demli dénemlerde, osteoklastik hiicrelerin bu
boslugu genislettigi anlasiimistir. Mevcut periapikal iltihap periapikal lamina duranin
rezorbsiyonuna neden olur. Bu kompakt kemidin devamliifinin bozulmasinin radyografik
olarak saptanmasi 6nemli bir teshis kriteridir. Periradikuler iltihabi lezyonlarin erken
evrelerinde lamina durada bir aralik olugsmaz. Bu nedenle radyografik gérintd, histolojik
doku harabiyetinin gercek miktarini gostermeyebilir. Radyografide lezyonlarin goérulir

hale gelebilmesi i¢in kemidin en az %30 ila %50 oraninda mineral kaybina ugramis
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olmas: gerekmektedir. Bender ve Seltzer deneysel kemik lezyonlariyla ilgili

caligmalarinda sunlari géstermiglerdir:

1. Eger bir lezyon kortikal ve stngerimsi kemik arasindaki birlesimi

gecmiyorsa, radyografta gériilmez.

2. Klinik lezyonlarda yikim veya tamirin dogru olarak degerlendirilebilmesi

X-1ginlarinin dogru olarak agilandinimasina baghdir.

Trabekuler (sungerimsi) kemikte, kemik lamellerinin septal ya da labirent
tarzinda dizenlendigi goralir. Kemik iliginin gevsek bag dokusu, periodontal ligamentin
gevsek bagd dokusu ile bir sureklilik gosterir. Trabekiler bosluklarda agri reseptoérleri

yoktur '°.
KEMIK METABOLIZMASININ BIYOKIMYASAL GOSTERGELERI:

Metabolik kemik hastalikiarinin degerlendiriimesi icin G¢ tani yontemi
vardir: 1. Kemik dansitesi, 2. Kemik biopsileri, 3.Kemik yapim-yikiminin biyokimyasal
gostergeleri. Kemik dansitesi, osteoporoz tanisi i¢in temel tanisal yoldur, fakat kemik
yapimi ve rezorbsiyonunun dinamizmi hakkinda bilgi sadlamaz. Bu bilgiyi kemik
biyopsileri ve biyokimyasal bulgular verir. Kemik biyopsileri invaziv islemler oldugundan,
osteoporozlu hastalarin izlenmesinde gunlik tetkikierde kullanilamaz ''. Kemik yapimi ve

kemik yikiminin biyokimyasal gostergeleri Tablo 1’'de verilmistir.
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Kemik Yapimi Kemik Yikimi
Serum: Serum:;
- Osteokalsin (Bone Gla Tartara direngli asit fosfataz

Protein = BGP )
Piridinolin ve piridinolinli peptitler

Total alkali fosfataz
Idrar:
(TALP) ve alkali fosfatazin kemik
izoenzimi Piridinolin{pyr), Deoksipiridinolin

(dpy) ve bunlart iceren peptitler
Prokollajen 1
karboksiterminal uzanti enzimi Hidroksiprolin (OH-P)

Hidroksilizin glukozidleri

Aglik idrar Ca**'u

Tablo 1: Kemik yapim-yikiminin biyokimyasal gostergeleri
Alkalen Fosfataz (Alp)

Kemik yapiminin geleneksel 6lgutu, total serum ALP aktivitesidir. ALP
hiicre membranlarinin ekstraselltler ylzeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol kalintilarina
sikica baglanan bir glukoproteindir. Enzim membrana bagli iken bir tetramerdir, ancak
dolasima katildiinda diamerdir. iskeletin ALP'1 osteoblastlarin membraninda yerlesmistir
ve henliz anlagilamayan bir mekanizma ile dolagima salgilanir 2 Serum total ALP'
siklikla kullanilan kemik yapimi gostergesi oldugu halde, birgok dokuda bulundugundan
hassasiyeti ve O6zgunlugti zayiftir. Paget hastali§i, rasitizm, osteomalasi ve renal
osteodistrofi gibi kemik metabolizmasi ile ilgili bozukluklarda, enzim aktivitesi degigiklikleri
tedavi gidigatini yansitir ve yeni kiriklarin iyilegmesinin izlenmesi agisindan yararli bir

gostergedir 12",
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Kemik ALP’inin kesin fonksiyonu bilinmemesine ragmen, hipofosfatazi
defektlerinden anlasildijina gére enzim, mineralizasyonda ¢ok énemli rol oynar 5 ALP,
minerallesme baslangicinin odagi olduguna inanilan membrandaki matriks keseciklerinde
bol miktarda bulunur. Kikirdakta kalsiyum pirofosfat dihidrat kristallerinin ¢ézuluginde de

rol0 oldugu dustndlmektedir.

Osteoblastlar aktif olarak kemik matriksini depolamalari sirasinda, ¢ok
miktarda alkalen fosfataz salgilarlar. Bu fosfatazin inorganik fosfat konsantrasyonunu
arttirdigyi ya da kollejen liflerini, kalsiyum tuzlaninin depolanmasini saflayacak sgekilde
aktive ettigi saniimaktadir. Alkalen fosfataz duzeyi, genellikle kemik yapim hizinin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir '8 Alkalen fosfataz enziminin temel rolu kemik

yapiminin baglatimasini saglamaktir V.
Osteokalsin (Bone gla Protein= BGP)

Kemikteki bazi proteinlerin amino asitleri, 17, 21, 24. konumiarda K
vitaminine bagh enzimlerin katalizi ile karboksillenerek gama-karboksi glutamik asit (Gla)
olusturmak tzere degisiklige ugrarlar. Bu tur degisiklige ugramis amino asit, proteinlere

Ca® baglama yetenegi kazandirir.

BGP, kemige 6zgun kabul edilen ik kemik matriksi proteinidir ">,

Olgun osteoblastiar, odontoblastlar ve hipertrofik kondrositler tarafindan sentezlenir,
sonra kemik ve dentin matriksine sokulur ve hidroksilapatite baglanir. Buna gére; yeni
sentezlenen osteokalsin &ncelikle kemigin ekstraselitiler matriksinde depolanir, ancak
kiigik bir kismi dolagima salgilanir ve normalde kemik rezorbsiyonu sirasinda
salgilanmadigindan, osteoblastik aktiviteye 6zgun bir gostergedir '°. Kemikte en bol
bulunan kollajen digi proteinlerden biridir. Total proteinin %1-2'si kadardir. 49 aminoasitli
kiicik bir proteindir ve birgok tirlerinde Ca’®* baglayici aminoasit olan Ug Gla kahntisi
bulunur. Kesin fonksiyonu hentiz tam olarak belirlenememisgtir. Histomorfometrik ve ca*

kinetik arastirmalan ile BGP'in kemigin yikimi ve yapiminin esgidumlt oldugu hallerde
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guvenilir bir yapim yikim gdstergesi, fakat esgudumlu olmadig durumlarda 6zgin bir

kemik yapim gostergesi olduguna inanilir *®.

In vitro calismalara gore, osteokalsin sentezi, matriks sentezinden cok
matriksin mineralizasyonu ile olur. Matriks sentezi ve mineralizasyonu birgok klinik
durumla baglantih oldugundan, BGP ile ilgili bilgileri kemik yapimi degisiklikleri

bakimindan yorumlamak uygun olur 2
LAZER

“Laser” (Lazer) kelimesi aslinda “Light Amplification by the Stimulated
Emission of Radiation” taniminin bas harflerinden olusmakta ve ‘“radyasyonun

uyarimasiyla (tetiklenmesiyle) 1sik siddetinin arttirilmasi” anlamina gelmektedir %
LAZERIN TARIHGESI

ik lazer ya da o zamanki adiyla ‘Maser’ Theodore H. Mainman tarafindan
1960 yilinda gelistiriimigtir. Maser “Microwave Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” taniminin bag harflerinden meydana gelen bir kisaltmadir. Goldman’a goére bu
prensipler ilk kez 1958 yilinda Schawlow ve Towness tarafindan Massachusetts Teknoloji
Enstitusi’nde yayinlanmig ancak ilk lazerin geligtiriimesi nedeniyle verilen Nobel édulana
1964 yilinda Towness, Basov ve Prokhorov almigtir. Radyasyonun spontan ve uyarimis
salinimi fikrinin ik kez 1916 yilinda Einstein’in “Zur Quantum Theorie Der Stralung”

(Quantum Teorisi) ile ortaya atildigi kabul edilmektedir *'.
LAZER FiziGi VE TEMEL PRENSIPLERI

Lazer, radyasyonun uyarimig salimmiyla isigin guglendiriimesi anlamina

gelmektedir.

Isik elektromanyetik bir enerji formudur ve dalgalar halinde sabit hizda

hareket etmektedir. Bu radyant enerjinin temel birimi foton ya da 1sik partiktl olarak
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adlandirilir. Fotonlardan olugan dalga iki temel 6zellikle tanimlanabilir. Bunlardan ilki
amplitiddur ve dalga salintminin en ist noktasiyla en alt noktasi arasindaki mesafeyi
belirtir. Bu, dalganin enerji miktarimin élgimaddr. Ampilitid ne kadar genigse is yapabilen
enerji miktari o kadar fazladir. Jul(J) enerji birimidir ve dishekimli§i kiiniginde kullanilan
pek ¢ok lazerin enerji seviyesi 1 J den daha azdir. Bu nedenle enerji birimi olarak milijul
kullanilmaktadir ve bu da 1/1000 J a esittir. Dalganin ikinci 6zelligi ise dalga boyudur ve
dalga tzerinde birbirine benzer iki nokta arasindaki uzakiiktir. Yani elekiriksel alan bir tam
salinim yaptifinda fotonun kat ettii mesafedir. Dalga boyu metre cinsinden &lgiltr. Bu
slgimun daha kaguk birimleri mikrometre (um) (=10 ° m) ve nanometredir (nm) (=10 ~°
m). Isik morotesi, gértntr 1sik ya da kizil 6tesi olabilir. Bu siniflama dalga boyuna gbre
yapilmaktadir. Planck ve Einstein gibi fizikgilerin ortaya koydugu denklemlerde ve
asagidaki denklemde de goruldugu gibi kisa dalga boylarinda fotonlarin tagidigi enerji

miktan daha fazladir:
E=h-c/A
E: fotonun jul cinsinden enerjisi
h: Planck sabiti
c: 15191In metre cinsinden saniyedeki hizi
A: 15181n metre cinsinden dalga boyu

Lazer 1si§inin hizi dider isiklar gibi boslukta saniyede 300.000

kilometredir 2,

Dalganin, dalga boyuyla baglantili 6zelligi frekanstir. Frekans; bir
saniyede dalganin yapti§i sahimm sayisidir. Frekans dalga boyuyla ters orantihdir. Dalga

boyu kisaldikca frekans artar, dalga boyu uzadikga frekans azalr. Buglnku lazer
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teknolojisinde genellikle dalga boyu 0.1 ile 10um (mikron) arasindaki lazer 1ginlari

kullaniimaktadir.

LAZER EMISYONU (SALINIMI)

RADYASYONUN KENDILIGINDEN VE UYARILMIS SALINIMI

Normal kosullar altinda atom en alt enerji seviyesinde bulunur. Bu
‘dinlenme’ halindeki enerji seviyesidir ve ‘kararlilk hali’ olarak adlandinlr. Atomlar
kararlilhk halindeyken disanidaki bir enerji kaynagindan enerji verildiginde bu enerji atom
tarafindan emilir ve elektronlarin daha ylksek bir enerji seviyesine ¢gikmasina neden olur.
Atomlar ‘uyariimig’ haldeyken, kararli hale dénmeye calisirlar ve bu yiksek enerji
seviyesinde uzun sire kalamazlar. Elektronlar kararilik haline kendiliinden dugerken
onceden sofurduklan fazla enerjiyi isik fotonu olarak disariya veririer. Bu sekilde 1sik
Uretimine kendiliginden saliverme adi verilir ve beyaz i1gik ya da floresan 1g1k kaynag gibi

pek cok 1sik kaynagdinin trettigi 1s1g1 tanimlar.

Einstein, yuksek eneriji seviyesindeki bir atomun ek bir enerji kuantumu
daha sogurabildigini ve bunun iki fotonun salinimiyla sonuglanacagl teorisini ortaya
atmishir. Bu enerji, birbirinin ayni iki foton olarak yol alir, salinir ya da ‘irradie’ olur. Bu
fotonlar daha sonra ayni ézellikte fotonlar salabilecek olan daha fazla sayida atoma enerji
verebilir, Bu durum, isik siddetinin arttinlmasi (gug¢lendirimesi) ve lazer isininin

olugmasiyla sonuglanir.

Lazer radyasyonu Uretmek icin lazer cihazinin ¢ temel b&limU

bulunmaktadir:

Aktif Ara Madde (Lazer Aktif Maddesi)

Aktif ara madde aktive edilen dis bir kaynak tarafindan olusturulan

enerjiyi sojurma ve bu enerjiyi olusturan molekiller, atomlar veya iyonlar dizeyinde
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subatomik diizenlemelerde degisiklikler olusturarak, bu enerjiyi 151gin fotonlan olarak
disariya verme 6zellijine sahip materyallerdir. Bu genellikle elektronlarin daha yliksek
enerji seviyelerine ¢ikartiimasi ve daha sonra bu elektronlarin daha dugiuk enerji
bantlarina inerken saldiklan fotonlarin yayiimasiyla olugmaktadir. Aktif ara madde gaz,

sivi, katl ya da yari iletken olabilmektedir.

Lazer Gretimi igin kullanilan aktif ara maddenin segimi gok &nemlidir.
Cunki lazerin igerisinde bulunan aktif ara madde, cihazin dalga boyunu ve eger
radyasyon goérinir radyasyonsa rengini belirler. Bu ylzden yapilan aragtirmalarda lazerin
tipini belirtmek igin lazer cihazinin dalga boyu yerine aktif ara maddenin ismi belirtilir ve

lazer buna gore adlandirilir:

a- Katt maddeler (Granit, Yakut, Alexandrit, Yttrium-Aliminium-

Garnet kristalleri)

b- Gazlar {(Argon, CO,)

c- Uyanimig asal gazlar (Excimer iazer: Xenon/Flor, Argon/Klor)
d- Boya tanecikleri {Dye lazerler)

e- Yari iletkenler (Diyot lazerler)

Enerji Kaynagi

Enerji kaynagi, lazer radyasyonu olusturmak igin gerekli olan aktif ara
maddenin daha ylksek enerji seviyelerine cikartiimasi igin kullaniimaktadir. Bunun igin
genellikle sehir sebekesindeki elektrik enerjisi kullaniimaktadir. Taginilabilir lazer
sistemlerinde ise elektrik enerji kaynagdt yaninda sarj edilebilir gug¢ birimleri

kullaniimaktadir.
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Mekanik Yapi (Rezonans Odasi)

Mekanik yapi, her iki ucunda ayna bulunan ve aktif ara maddeyi igeren
merkezi bir béime icermektedir. Bu aynalar, cihaz tarafindan olusturulan 1g1§in dalga
boyuna ‘segici’ yansitici 6zellige sahiptir ve aralarindaki mesafe lazerin dalga boyunun iki
kati olacak sekilde birbirlerine paralel yerlestiriimiglerdir. Bu diizenleme 151§ in fotonlarinin
bélmenin iginde ileri ve geri hareketine izin verir. Neticede ara madde iginde keskin foton
rezonans! olusur. Bu iki aynadan birinin yansitmasi %100 iken, digerinin yansitmasi
kiigik miktarda daha azdir. Bu iki ayna ¢ok kugik ylzdelerde fotonun gikmasina izin

vermektedir ve buna cihazin “¢ikis gucli” denmektedir.

Yari iletken lazer aktif ara maddelerde, diodun uglari (p-n baglantisi) ayna
gérevi gormesi igin cilalanmistir. Ek olarak, bu tip lazerlerde birimin igsel bir pargasi
olarak bagimsiz lensler bulunmaktadir. Bu tip lensler, diode lazerlerin ¢ikis gilcuni hedef
dokuda daha kuguk alanlarda yogunlastirarak isinlanan dokudaki foton yoguniugunu

arttirmaktadir %2,
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ELEKTROMANYETIK SPEKTRUM VE LAZER SINIFLAMASI

Cesitli lazer sistemlerinin daiga boylarina gére elektromanyetik

spektrumdaki yerleri Tablo 2’de verilmistir.

Enerji

200 LAZER w.l.{pm}
F. 0.157
108 2
AsF 0193 fr.
M XeCl 0.308 ],Emme::
1 e o 0.400/515
Ar 0.4804.51¢
KIP 0532
20 HeNe 0.633
| —Diode  0.780-.950
1o b Hd-YAG 1.06
’ e HOYAG 214
85 1 . ErYAG 2.94
\ €Co; 106
0.2 '
0.1 L1 i i 1 _1 i £ "]
f.1 0.2 gs 1 2 5 10 20
GL\-l~ﬁ K ¥ & §
3pm Jom 3gm dom  3m 3km
7 Ism [X Ign UVji IR dg}m;gﬂ Radyo daigalan
S
350-750 nm s .
orilebitir gk Elektro manyetik spektrum

Tablo 2: Cesitli lazer sistemlerinin elektromanyetik spektrumdaki yerleri
Lazer sistemlerinin siniflamasi baglica dort sekilde yapilabilir. Bunlar:
1-Lazer aktif maddesine gtire

a) Kati maddeler

b) Gazlar
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¢) Uyarilmis asal gazlar

d) Boya tanecikleri

e) Yar iletkenler

2- Lazer iginlarinin hareketine gére

a) Devamli 1sin verenler (continuous)
b) Atimli 1gin verenler (pulse)

¢) Dalgall akim olarak 1gin verenler,
3-Dalga boyuna gére

a) Ultraviole iginlar

b) Infrared (kizil 6tesi) 1sinlar

c) Gorlnen 11k spektrumundaki isinlar
4- Iginlarin enerjisine gore

a) Soft lazerler

b) Mid lazerler

¢) Hard lazerler

Bu siniflandirmalardan lazer isininin enerjisine gére yapiian siniflandirma

daha yaygin olarak kullaniimaktadir %,

Soft Lazerier: Bunlar termal etki géstermeyen diiguk enerjili lazerlerdir.

Bu tip lazerlerin hiicresel aktiviteyi stimule ettigi bildiriimektedir.
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Bunlar, agrinin giderilmesi, enflamasyon ve &demin azaltimasi ve

iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla kullaniliriar 2>2%27.

Klinikte kullanilan yumusak lazer tipleri, Helium-Neon (He-Ne), Galium-
Arsenid (Ga-As) ve Galium- Aliminium-Arsenid (Ga-Al-As) lazerlerdir. Farkli dalga boyuna

sahip bu lazerler iginde en stk kullanilani 632.8 nm dalga boyundaki He-Ne lazerlerdir.

Mid Lazerler; Bu tip lazer sistemleri tibbi tedavi amacindan ¢ok sanayi
amagl uretilmis sistemlerdir. Dig hekimliginde daha ¢ok agrili lezyonlarda (herpes vb.) ve

nevralji belirtilerinin ortadan kaldinimasinda alternatif tedavi olarak kullaniimigladir.

Hard Lazerler: Bu lazerler yiksek enerjili, dokuda termal etki olusturan
lazerlerdir. Dishekimliginde en ¢ok kullanilan sert lazer tipleri karbondioksit (CO,),
Neodymium: Yittrium-Aliminium-Garnet (Nd:YAG) , Erbium: Yittrium-Aliminium-Garnet

(Er.YAG), Argon ve Eximer lazerlerdir.

LAZER-DOKU ETKILESIMLERI

Lazer 1sin1 dokuya carptifinda farkli oranlarda ve kombinasyonlarda

emilir, yansir, sagilir veya daha derin dokulara ulagir 22%%03",

Yansima (Reflection): yansiyan lazer enerjisi miktari ve zarari, uygulanan
dokuya ve enerji miktarina gére degisir. Sayet yansiyan enerji miktan fazlaysa ya da
uygulanan yuzey I1s1§! sogurmayacak nitelikteyse cevre dokulara zarar verilebilir. Ozellikle
amalgam ve protez gibi parlak metal yuzeyler etrafinda caligilirken ya da agiz aynasi

kullanildiginda yansiyan isiklar cevre yumusak dokularda hasar meydana getirebilir.

Gecis (Transmission): dalga boyuyla ilgili olarak lazer 1gininin doku

igerisinde hicbir etki gostermeden gecerek ulagtigi maksimum penetrasyon derinligidir.
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Sacilma (Scattering): etraftaki dokuya yayiima ya da sigramadir. Lazer

enerjisinin hedeflenen doku ya da noktadan farkh yonlere sapan kismidir. Sagilma iazer

Isininin gi¢ yogunludunu azaltan bir faktérdir.

Sogurma (Absorbtion): doku icinde sogurulan lazer enerjisi dokuda

cogunlukla termal enerjiye dénisip, buharlagsma ya da kémirlesmeye sebep olabilir.
Bazen de sofurulan lazer isini dokuda sadece termal etki géstermeyip hicreler arasi
molekiler baglar kirarak etki gosterir. Doku icinde lazer enerjisinin azalp, artik biyolojik
etki gostermedigi noktaya sogurma derinligi denmektedir. Nd:YAG lazer ozellikle siyah,

koyu pigmente dokularda daha fazla sogurulur.

Dokuya uygulanan lazer isininin etkisini énemli ¢lcude etkileyen fakttrier

sunlardir:
1) Lazer isininin 6zellikleri
1. Dalga boyu
2. Enerji yogunlugu
3. Isinlama siresi
4. Temasli ya da temassiz uygutanmasi
5. Sirekli veya atimli olarak kullaniimast
1)) Dokunun biyolojik yapisi
1. Sogurma ozellikleri
2. Yogunlugu

3. Kan dolasimi
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4. Mineral ve su oranlari

Sogurulma fotonlardaki enerjinin dokuya aktariimasidir ve bu sgekilde
dalga boyu ve i1sin icerisindeki fotonlardaki enerjiye bagll olarak termal ya da termal
olmayan reaksiyonlar acia gikmaktadir. Baz! dalga boylarindaki lazerlerin, pigmentlere
yiksek oranda afinitesi vardir ve pigmente alanlar, pigmente olmayan alanlara gére daha
fazla sourma gostermektedir. Dokular, 6ézel hiicre ve molekillerden olugmaktadir.
Radyasyonun kendi ozelliklerine ve bu hicre ve molekillerin  dokularda farkl
derinliklerdeki yogunlukiarina baglt olarak, radyasyon yuzeyel ve derin dokular tarafindan
sogurulabilmektedir. Daha derin seviyelerde toplanan enerji, ylzeyel seviyelerden fazla
olabilimektedir. Termal olmayan etkiler fotokimyasal ve fotoayrigma olarak
siniflandirilabilir. Biyostimillasyonu da igine alan fotokimyasal etkiler gok az anlagilabilmig
olmasina karsin milivatlarla élgulen lazer guglerindeki 1sinlamayla, ¢cok az veya hic 1sl
etkisi olusturmadan atom ve molekillerin ¢zelliklerinde kimyasal ve fiziksel degisiklikler
olusturulmasidir. Eger enerji yodunluklarn arttirilirsa fotokimyasal etkilegimler fototermal
etkiye dénisebilir. Fotoayrisma etkilesimi, fotoablasyon ve fotobozugmay: icermektedir.
Fotoablasyon, komsu dokulara zarar vermeden, hedef dokunun atomik ve molekuler
baglarinin kopmasidir. Sadece Eximer lazerler (ultraviole), bu sekilde atomik ve
molekiiler baglar pargalayacak yeterli gicte enerji olusturmaktadir. Fotobozugma, ¢ok
yiksek enerji ve ¢ok kisa atim araligi olan lazer kullanimiyla olugmaktadir. ‘Piazma’ (nétr
iyonize partikllerden olusmus buhar) olusumuyla ikinci bir sok dalgas! olusturarak

dokuyu mekanik olarak pargalamaktadir®.

Lazer salimminin biyolojik yapilardaki etkisi, basit anlamda radyant igik
enerjisinin maddeye olan etkisi gibidir. Dokunun lazer iginlarina gésterdigi reaksiyoniar
ise daha komplekstir. Bu yiizden, dokularin biyolojik ézelliklerini ve lazer igininin fiziksel
ozelliklerini bilmek klinisyenin klinik uygulamalar sirasinda daha kontrolli ve daha bilingli

olmasini saglayacaktir.
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Lazer-doku etkilesiminde, lazerle kargilasacak dokularin yapisinda
bulunan farkli doku elemanlarinin optik ¢zelliklerini cok iyi biimek gerekmektedir. Doku
elemanlarinin optik 6zellikleri sojurma, yansima, sa¢iima ve daha derin dokulara iletilme
sirasinda olusabilecek olan doku cevabinin karakterini ve derecesini belirleyecektir. Diger
faktérler ise, dokularin enflamatuar cevab), doku kanlanmasi ve tamir mekanizmalar gibi

enerji transformasyonlart sonucu ortaya gikan faktérlerdir.

Bunun disindaki, gi¢ yodunlugu, atim suresi, atim tekrar aralig ve atim
tekrar orani klinisyenin kontroltinde olan faktérlerdir. Bunian uygun kombinasyonlarda

kullanarak ve doku igin uygun dalga boyunu segerek dokuda istenilen etki elde edilebilir.

DOKULARIN OPTIK OZELLIKLER| VE DALGA BOYLARI
Radyant enerji dokuyla dort sekilde temas eder:

1. Isinin bir kismi dokuya penefre olmadan (doku tarafindan

sogurulmadan) veya 1sik enerjisi dokuyla temas etmeden yansir.

2. Isigin bir kismi, doku lazer isinina gecirgense dokunun iginden

geger.

3. Isidin bir kismi dokunun bir bdlumu tarafindan sogurulur (emilir)

ve ancak bu durumda bir enerji transferi s6z konusu olur.

4, Isin doku icine penetre olur ve dokuda kayda defer bir etki

olusturmadan doku iginde dagilir.

Ozel dalga boylarina ve 1sik enerji spektrumlarina yuksek sogurma etkisi
gosteren doku elemanlarina kromofor denmektedir. Bu nedenle, her madde lazer iginina

nasil reaksiyon verecegini belirleyen 6zel bir absorbsiyon spektrumuna sahiptir. Ornegin
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dokulardaki hemoglobin, melanin gibi kromoforlar, radyant enerjiye dokunun verdigi

cevapta 6nemli bir etkiye sahiptir.

Radyant enerji doku tarafindan soduruldugunda dort tip etkilesim ortaya

cikar:

1. Fotokimyasal etkilesim

2. Fototermal etkilesim

3. Fotomekanik etkilesim

4. Fotoelektriksel etkilegim

Fotokimyasal Etkilesimler

Fotokimyasal etkilegimler dokularda iyilesme ve yenilenme gibi olaylar

biyokimyasal ve molekiler dizeyde stimile eden (biyositimulasyon) etkilegimlerdir.

Bu etkilesimlerden patolojik olgularin tedavisinde (fotodinamik terapi) ve

doku floresans yoluyla diagnostik amacla yararlaniimaktadir.

Fototermal Etkilegimler

Fototermal etkilesimler pek c¢ok cerrahi lazerin temelidir. Fototermal
etkilesimlerde radyant 1sik enerjisi doku elemanlan ve molekilleri tarafindan absorbe

edilir ve isi enerjisine donusturalur.

Fototermal etkilesimler dokunun buharlagtirnlarak uzaklastirimasi, doku
sivilarinin en st dlzeyde 1sinmasi, hemostaz ve koagulasyonu icermektedir. Ayrica

fotopiroliz denilen dokunun yakilarak uzaklastinimasi da bir fototermal etkilegimdir.
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Fotomekanik ve Fotoelektriksel Etkilesimler

Fotoparcalanma, fotoayrisma, fotoplazmoliz ve fotoakustik etkilegimler
cok kisa atimlarda (10° sn) ve yuksek enerji yodunluklarinda lazer-doku etkilegimleri
sonucu ortaya ¢ikan termal olmayan etkilesimlerdir. Fotoablasyon sirasinda ortaya gikan
ylksek enerji seviyeleri ve hizli sogurma, molekuller aras: baglar ya da atomik baglan
kopartacak hizh bir genlesme veya sok dalgalarinin olugsmasina neden olur. Akustik sok
dalgalariyla maddenin mekanik olarak parcalanmasi veya ayrigmasi yuksek yogunluktaki
1gIk enerjisinin vibrasyonel kinetik enerjiye dénigsmesiyle olugsmaktadir. Termal olmayan
fotoablasyonun olusmasi igin ¢ok yiksek enerji seviyeleri ve c¢ok kisa atimlar
gerektiginden, Excimer lazerler gibi yalnizca yuksek foton enerjili ve kisa dalga boylu
lazerler (<318 nm) bu etkiyi yaratabilmektedir. Fotoayrigsma, ancak lazer kaynakl fotonun
enerjisi, hedef dokudaki atomik ya da molekiller arasi baglarin enerjisinden daha

yiksekse ortaya ¢cikmaktadir.

Fotoayrigma birbiriyle iligkili Uc fazdan ya da mekanizmadan
olusmaktadir: 1. iyonizasyon, 2. plazma olugsumu ve 3. sok dalgalarinin olusumu. Isinin
olusturdugu elekiriksel alanin kuvveti atomlari iyonize edecek kadar yuksekse doku
icerisinde iyonizasyon olugmaktadir. lyonizasyon olustuktan sonra, serbest elektronlardan
ve pozitif iyonlardan olusan elektrik yuklu sicak bir gaz veya plazma olusur. Plazma, lazer
Isininin enerjisini sogurarak 15.000 °C'nin Gzerine cikar. Bu isiya ¢ikan plazma icindeki
elektronlar, vibrasyon yapmaya ve hizla genisleyip daralan alanlar yaratmaya baglarlar ve
bu da sok dalgalarinin olugmasina neden olmaktadir. Bu sok dalgalarinin olusturdugu
basing hedef dokuda mekanik bir pargalanma olugturmaktadir. Plazma tum dalga boylan
igin iyi bir sodurucu oldugundan burada bir kalkan gérevi gérerek dokunun daha fazla 1sin

almasini engeller.

Yalnizca doku tarafindan sogurulmasi yiuksek olan ve gok yiksek gig

yodunlugu olusturan lazerler, fotoplazmoliz olusumu igin gerekli enerji seviyelerini
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olugturabilmektedir. Pek cok biyolojik doku ultraviyole spektrumdaki radyant enerjiyi
sogurulabilir. Bu o¢zellikteki excimer lazerler gibi lazerler, dis sert dokularina
uygulandiklarinda minimal termal etki olustururiar. Q-switched YAG lazerler gibi yuksek
enerji seviyeleri ve ¢ok kisa atim olan lazerler de dis sert dokularinda termal olmayan

fotoablasyon yapabilirler 2.
ERKEN DONEM LAZER ARASTIRMALARI

Mainman tarafindan geligtirilen ilk lazer 0.694 um dalga boyunda atimli
ruby lazerdir. Bundan bir yil sonra, 1861 yilinda Snitzer Neodymium lazeri gelistirmistir.
Erken doénem lazer arastirmalarinin neredeyse timi ruby lazer kullanilarak

gerceklestirilmis ve bu da dishekimliginde lazer uygulamalarini geciktirmistir 2'.
RUBY (YAKUT) LAZER

Ik dental lazer aragtirmalari 1963 yilinda California Universitesi'nde, Los
Angeles Dishekimligi Okulu'nda Ralph H. Stern ve Reidar F. Sognnaes tarafindan
gergeklestiriimigtir. ik lazer calismalan Ruby lazerin sert dokular (mine, dentin) ve
restoratif materyalier Gzerindeki termal etkilerine yodunlasmigtir. Arastirmacilar 500 ila
2000 JlemZlik gug yogunlugunda, krater olusumu, minenin camst fuzyonu, dentine
penetrasyon ve dentinde kararma olustugunu bildirmislerdir. Daha ileriki arastirmalarda
Ruby lazerle belirli guclerde 1sinlama yapildifinda, minede asit penetrasyonuna kargl

artmis bir direng olustugu ve bunun guruk énlemede kullanilabilecegi bildirilmistir 2.

Lazerin vital insan disi Gzerine ilk kullanimi 1865 yilinda, bir fizik¢i olan
Leon Goldman tarafindan, dishekimi olan kardesi Bernard Goldman zerinde
gerceklestiriimigtir. Goldman'in 1965'te yayinladigl arastirmada ilk lazer hastasinin hig¢
agr hissetmedigi ve kronda yuzeyel bir hasar olustugu bildiriimistir. Ruby lazerin dis
pulpas! (zerindeki histolojik etkileri ise ilk olarak Tylor ve arkadasglan tarafindan

incelenmistir. Deney hayvanlarinin kesici diglerinde 3 milisaniyelik atim ve 35 ila 55 J'luk
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enerjiyle ilk in vivo arastirmalarda yaygin hemorajik nekroz ve odontoblastik tabakada
hasar gézlenmigtir. Lazer igininin sagiimasiyla komsu digte ve ¢evre dokularda da hasar
meydana geldigi bildiriimistir. Ruby lazerin bildirilen bu olumsuz etkileri daha sonra Adrian
ve arkadaslari tarafindan yapilan arastirmalarda ¢ok dugik gicler kullaniimasina ragmen
dogrulanmigtir. 1960’larin sonunda, pek ¢ok arastirmaci Ruby lazerle dig yapilarinin
uzaklastirimasi icin ¢ok yiiksek enerji seviyelerine ihtiya¢ duyuldugunu ve bunun oral

kavitedeki vital dokularda termal hasara neden olacag) fikrinde birlegmiglerdir 2
KARBON DIOKSIT LAZER (CO,)

1960°'lardan 1980'lerin baslarina kadar sert doku uygulamari igin daha
uygun tipte bir lazer gelistirmek icin calismalar devam etti. CO, lazer 10.6 um lik dalga
boyu nedeniyle mine tarafindan sogurulabildiginden, bu tip bir lazerin pit ve fissarlerin
kapatilmasi, seramik materyallerin mineye kaynastinimas: veya dig curuklerini énlemek

icin daha uygun olacag: dusunulmastir 2.

Bir seri arastirmayla tarama electron mikroskop, X-ray difraksiyon,
elektron-prob mikroanaliz teknikleriyle mineye CO, lazer uygulanmasi sonrasindaki
fiziksel ve kimyasal degisiklikler incelenmigtir. Bu calismalar devam ederken CO; lazerin
minenin asit penetrasyonuna direncini arttirmasi, bu lazerin pit ve fissurlerin kapatiimasi
ve hidroksilapatit gibi materyallerin mineye kaynagtirimasi gibi ¢aligmalari baglatmig
ancak bu iglem sirasinda olusan ylzey isisinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle bagari
saglanamamigtir 2 Ayni zamanlarda Melcer ve arkadaslan ¢urtgun buharlagtiriimasinda
CO; lazerin klinik kullanimi (zerinde calismalar gerceklestirmis ve 1000'den fazla
hastada c¢irtk uzaklastirmada basarili sonuglar aldikianni aciklamislardir % Bundan
sonra yaptiklar in vivo hayvan deneylerinde lazerin sekonder dentin olugumunu

baslattigi, dentin ve agiimis pulpa dokusunu steril ettigini bildirmiglerdir o
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NEODYMIUM LAZER (Nd:YAG)

Vital oral dokulara ilk lazer uygulamasi Japonya‘’da Tohoku Universitesi
Dighekimligi Okulu'nda Yamamoto ve Ooya tarafindan deney hayvanlar (zerinde
gergeklestiriimistir **. Bir seri aragtirma soncunda Yamamoto, Nd:YAG lazerin hem in
vitro hem de in vivo olarak baslangi¢ ¢uriklerinin oclugmasinin énlenmesinde etkin bir
arag oldugunu bildirmistir **%”. Ayni tarihlerde Adrian Nd:YAG lazerin dis Uzerinde ve

dental alagimlarin tamirinde kullaniimasiyla ilgili caligmalar gergeklestirmistir.

1990 yilinda FDA American Dental Laser firmasina dlLase 300 modelinin
dis hekimliinde yumusak doku cerrahisinde kullaniimasi igin satis izni vermistir. Bu

lazerin sert dokularda kullaniimasi igin FDA tarafindan onay ancak 1997 yilinda verilmistir

21

Nd:YAG LAZERIN KLINIK KULLANIMI

1977 yilinda Adrian ve arkadasglarr Nd:YAG lazerin dental pulpa
Uzerindeki etkilerini Rhesus maymunlar (zerinde incelemiglerdir. Yayinlari ilk deneme
seklinde olsa da, aragtirmacilar bu lazerin gelecekteki kullanimi yéniinden olumlu
dustncelere sahiptirler. Bunu takip eden sert doku calismalar, CO, lazer gibi Nd:YAG
lazerin de sert doku Gzerinde pozitif etkileri oldugunu bildirmislerdir. Baglangicta Nd:YAG
lazer buytk patolojik olgularin ¢ikariimasinda kullaniimis olmasina karsin, direkt kontakth
iletim sistemi olan fiberoptik kablonun gelistiriimesiyle yalnizca kesme degil ayni
zamanda steril etme ve 6rtme islemi ¢ok dustk giclerde yapilabilir hale gelmistir. Amag
her zaman en disgik enerjiyle tedavi edici etki elde etmek oldugundan, iglemleri ¢ok

dusuk gig ayarlarinda yapmak atimli Nd:YAG lazerlerin olumlu bir 6zelligidir.

Fiberoptik kontak iletim sistemlerinin ve buna bagli cerrahi tekniklerin

geligtiriimesiyle Nd:YAG lazer, karaciger rezeksiyonu, mastektomi, hemoroidektomy gibi
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yilksek derecede vaskiler dokularda, yumusak doku kesme uygulamalarinda tibbi cerrahi

alanda kullaniimistir.

Dishekimliginde Nd:YAG lazerin kullanimiyla ilgili olarak, cevre dig
minesine zarar vermeden ¢rik lezyonlarin uzaklagtiriimas: ve bu igleme bagl olugan
rahatsizidin minimum olmasi yéninde arastirmalar yayinlanmigtir. Teorik olarak pek gok
intraoral yumusak doku lazerle fiberoptik kontak iletim sistemi kullanilarak kesilebilir ya da
cikartilabilir. Fiberoptik kontak iletim sisteminin ucunda ortaya ¢ikan lazer dalga boyu ve
enerji yogunlugu ile doku arasinda meydana gelen etkilesim dokulann kesilmesini ve
bunu takiben koagillasyon olusmasini saglar. Burada lazerin kontak fiber ucu bistiriyle

ulasilmasi zor olan alanlarda bir elektrocerrahi ucu gibi kullanilabilir.

Lazer aragtirmalari endodonti alaninda da kullaniimig ve Nd:YAG lazerin
kok kanallarini sterilize edebildigi dentin duvarlarini 6rttagu, goésterilmistir. Su ve hava
sogutmal atimh Nd:YAG lazerlerin fotoakustik etki (sok dalgalart) olusturabilmelerinden
dolayr endodontik uygulamalarda kullanilabilecegi bildirilmistir. Hava-su sogutmasi fiber
optik kablonun ucunda Nd:YAG lazer enerjisini azaltarak ¢evre dokulara zarar

verebilecek potansiyel termal etkilerin azalmasini da saglamaktadir *°.
Nd:YAG LAZER FIZIGI

Nd:YAG lazerin aktif ara maddesi yttrium-aliminyum-garnet kristalidir ve
bu kristal duzenli olarak kucik miktarda neodymium (Nd) elementiyle guclendirilmigtir. Bu

lazerin dalga boyu 1,064 nm dir.

1,064 nm elektromanyetik spekfrumun kizil 6tesi boéluminde
bulunmaktadir. Bu tip bir lazer, iyonize olmayan karakterde oldujundan mutojenik
degildir. Bu dalga boyu gozle gorulemeyen 6zellikte oldugundan, sistemin bir i¢ parcasi

olarak her zaman ek bir lazer 1sini ya da beyaz igik rehber 1g1k olarak kullantimaktadir.
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He-Ne lazer 1sini kirmizi renktedir ve piyasada bulunan Nd:YAG lazer sistemlerinde

rehber 1sin olarak kullaniimaktadir .
LAZERLERIN ENDODONTIDE KULLANIMI

Ruby lazerle yapilan baslangig deneylerinden sonra argon, CO,
neodmiyum —yittrium aliminyum garnet (Nd:YAG) ve erbium YAG (Er:YAG) lazerler gibi
dedisik lazerler de klinikte kullaniimaya baglanmigtir. Lazerin endodontik tedavilerde ilk
kullanimi, in vitro olarak yiiksek glgte infra red CO, lazer kullanilarak apikal foremenin
kapatiimas: amaciyladir. Amagclarina ulagamamis olsalar da ileriki calismalar i¢in pek ¢ok
ilging veri elde etmiglerdir. Lazerin dentin (zerindeki etkileri hakkinda pek ¢ok bilgi
edinilmis olsa da lazerlerin endodontik amach kullanimi o zaman igin uygun degildi. O
tarinten itibaren bu konuda pek ¢ok c¢aligma yapilmistir. Lazerin endodontik

uygulamalariyla ilgili pek cok calisma mevcuttur ve bu konuda ¢ok fazla bilgi edinilmistir

39,40,41,42

PULPADAKI KAN AKISININ TESPITI

Laser Doppler Flowmeter (LDF), retina, renal korteks ve deri gibi
mikrovaskiler sistemlerin kan akisini degerlendirmek Uzere gelistiriimistir. Teknigin
orjinali 632.8 nm dalga boyunda bir HeNe (Helium-Neon) lazer cihazindan ¢ikan 1sinin
alyuvarlanin hareketiyle saciimasina ve bunun Doppler prensibiyle olusturdugu frekansin
tlculmesine dayanir yani isinlanan alandan geri yansiyan isinfarin frekansi élcalar. Bu
metod hayvanlarin ve insanlarin sadlikli diglerindeki kan akisini gézlemek Uzere adapte
edilmigtir ***. Bu iglem igin yari iletken lazerlerin diger dalga boylari da 780 nm*® ve 780-
820 nm “** " kullanilmistir. Odor ve arkadaslari * 810 nm dalga boyunun hassasiyetinin
¢ok iyi oldugunu ancak segiciliginin zayif oldugunu, 633 nm dalga boyunun segiciliginin iyi
olmasina karsilik hassasiyetinin zayif oldugunu bildirmiglerdir. Genelde infrared iginin
(780-810 nm) mine ve dentine penetrasyonu, daha kisa dalga boylarindan (632.8nm)

daha iyidir. LDF teknidi pulpanin sinir cevaplari yerine vaskuler durumu hakkinda bilgi
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verdiginden, pulpa vitalitesi hakkinda elektriksel pulpa testlerinden daha degerli bilgiler
vermektedir. LDF igin kullanilan lazerler genellikle disiik glic seviyesinde olduklarindan

(1 veya 2 mW), bu ydntemle pulpada hasar meydana geldigine dair bir bilgi yoktur.
DENTIN HASSASIYETI

Dentin hassasiyeti yanhs dis firgalama, dis eti gekilmeleri, uygun olmayan
diyet gibi faktorlerden dolay! ortaya gikmaktadir. Hastalarin %18'inde gesitli derecelerde
hassasiyet oldugu ve bu durumu gidermek icin cesitli tedavi yontemlerine basvuruldugu
bildirilmigtir. Agri hissinin kdk yuzeyinde bulunan, agiimig, smear tabakayla kaplanmamig
dentin tibdlleriyle badlantili oldugu dusunulmektedir. Hassas digteki dentinde stimulus
iletimi hidrodinamik mekanizmayla izah edilmektedir. Grosman bu durumun tedavisi igin
birkag Onemli nokta oldugunu bildirmistir. Bunlar giinimizde de gegerlitigini
korumaktadir. Tedavi pulpay: irrite edici olmamalidir, uygulama sirasinda agrisiz
olmalidir, kolay uygulanmalidir, hizii etki géstermelidir, uzun stre etkinligini korumalidir,
boyama etkisi olmamalidir. Bugiine kadar uygulanan tedavi yéntemleri bu kriterlerin
tamamini saglamakta yeterli etkinligi gosterememistir, buna kargin bazi arastirmacilar
lazerin bu konuda %90’a varan oranlarda basari sagladigini bildirmiglerdir. Dis
hassasiyeti tedavisinde kullanilan lazerler iki ana grupta toplanabilir: 1. Dusik gugteki He-

Ne ve Ga.Al.As. lazerler ve 2. Orta gligteki Nd-YAG ve CO, lazerler.

Dentin hassasiyetinin tedavisinde kullanilan parametreler 6mw ve 1-3
dakikadir. Etkinligi %90’a kadar ¢ikabilmektedir. Galyum aliminyum arsenid lazerlerde en
cok kullanilan dalga boylari 780 nm ve 830 nm dir. Kullanilan degerler 0.5 ila 5 dakika
sureyle 30 mW dir. Etkinligi %80 oranindadir *°. Daha sonra 1064 um dalga boyundaki
Nd:YAG lazer kullaniimigtir. Toplam enerji cikigi 1.8 ila 25 J'dur. Bu calismalar %72
oraninda etkinlik géstermektedir *°. Bu tedavi igin kullanilan gucler 0.5 ila 3 W dir ve %90
oraninda basari bildirmiglerdir. Dentin hassasiyetinin tedavisinde kullanilan lazerlerin

listesi Tablo 3'de gosterilmistir



32

Lazer Degerler Etkinlik orani(%)
HeNe 6 mW 2-3 dakika 84
(632.8 nm) 6 mW 1-3 dakika 90
GaAlAs 30 mW 0.5-3 dakika >85
(780 nm) 30 mW 0.5- 3 dakika 94.6
GaAlAs 30 mW 0.5-3 dakika 83.9
(830 nm) 30 mW 5 dakika 58
Nd:YAG lazer 10W 0.5 ila 2.5 saniye 100
(1064 nm) 10-100 mj 2 dakika 100
CO2 0.5W 3 ila 30 saniye 98.6
(10.6um) 1W 5ila 10 saniye 100

Tablo 3: Guntimize kadar dentin hassasiyetinin giderilmesinde kullanilan lazer tipleri

Hassasiyette azalmaya neden olan mekanizmanin blyuk bélumu tam
olarak bilinmemektedir, ancak her lazer icin mekanizmanin farkli oldugu dustniaimektedir.
Dusuk gucteki lazerlerde (He-Ne ve GaAl As), lazer enerjisinin kugik bir bélumi mine ve
dentinden iletilerek pulpa dokusuna ulasmaktadir. He-Ne lazer uygulamasinin elektrik
aktivitesini (aksiyon potansiyelini) etkiledigi ve periferal A & veya C fibrilleri recepttrlerini
etkilemedigi digsunulmektedir 51 GaAlAs lazer emisyonunun 904 nm de kedilerin dilinde
analjezik etki gosterdigi bildiriimesine ragmen mekanizmas acgik degildir %2 1064 nm deki
(Nd:YAG lazer) lazer enerjisi dentine iletilir, termal olarak etki gésterir ve pulpal analjezi
olusturur %*. CO, lazerin orta seviyelerdeki giglerde kullanimiyla termal olarak dentin
tabullerinin tikanmasi ve permeabilitenin azalmasi saglanir % €O, lazer irradiasyonu
dentinal tikanma saglayarak dentin hassasiyetine gegici bir klinik g6zum olusturur *°. Nd-
YAG lazer irradiasyonuyla saglanan tikama derinliginin  4um’den kugtk oldugu

bildirilmigtir .
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Bu tip lazer uygulamalarinin pulpa Uzerine etkilerini aragtiran ¢alismalar,
780 nm dalga boyunda ve 30 mW c¢ikis glcu olan GaAlAs lazerin 3 dakika uygulanmasi
sonucunda maymunlarda pulpa dokusunda bir hasar meydana geldigini bildirmektedir.
Ancak 50 mj/atim, 10 Hz, 30 saniye (toplam enerji 15J) ayarlarinda Nd:YAG lazer
uygulandiktan sonra herhangi bir histolojik cevap olusmadigi gézlenmistir *’. 10 W ve 0.3
sn lik bir ¢ikis giicinde devamii dalga modunda ( toplam enerji yogunlugu 31J/ cm?) lazer
uygulanmasinda ise uygulamadan hemen sonra pulpada hiperemiyle birlikte, eksudatif
inflamatuar degisiklikier ve odontoblastlarin lokal dejenerasyonu géraimasgtir. Maymunlar
ve kopeklerde pulpaya devamli dalga modunda 3 W ve 2 sn sireyle CO, lazer

uygulanmasi sonucunda herhangi bir hasar bildiriimemistir %

Genelde lazer uygulamalari diger hassasiyet tedavilerine gére daha
etkilidir ancak bazi ciddi vakalarda daha az etki olusturmaktadir. Bu nedenle dentin

hassasiyetinin derecesi lazer uygulamasindan 6nce belirlenmelidir B
PULPA KUAFAJI VE AMPUTASYONU

Yetiskin insan diglerinde, geleneksel pulpa tedavileri pulpa kapaklamasi
(kuafaji) ve kok kanal tedavisini de kapsamaktadir. Direkt ya da indirekt pulpa kuafajinin
basansi onceden tahmin edilemez ve basan oraninin %44 ila 97 arasinda oldudu
bildirilmistir. Pulpa ekstirpasyonu ve k6k kanal tedavisi pulpa kuafaji iglemi endike
olmadidi zaman yapilir. Daimi digler olusumunu tamamlamadi§inda, apeks formasyonu
ve kapanmasi tamamlanmadan devitalizasyon ve kok kanal tedavisi nerilmez. Bu
durumda segilecek olan endodontik tedavi yéntemi pulpotomi ve yara ylzeyinin kalsiyum
hidroksit ile kapatiimasidir. EJer bu islem icin lazer kullanilirsa, lazerin doku
buharlagtirmasi ve kiglk kan damariarini koagtle edip tikamasiyla kansiz bir alan elde

etmek daha kolaydir. Bunun yaninda tedavi edilen yara yuzeyi de steril edilmig olur.

60

Melcer ve arkadaglar ilk kez kopekierde CO, lazer kullanilarak

ekspoze pulpa dokusunu lazer ile tedavi etmigler ve hemostaz saglamiglardir. Moritz ve
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arkadaslar ®', insanlarda, direkt pulpa kuafajinda CO, lazerin dederli bir arag oldugunu

bildirmigtir.

Lazerle ilk pulpotomy 1985 yilinda Shaji tarafindan képeklerde CO, lazer
ile gerceklestiriimis %2, 1997°de Jukic ®*, 1997'de Wilder- Smith % ve 1998'de Dang
benzer caligmalar yapmiglardir. Nd:YAG lazerle benzer galigmalar képekler ve ratlar

Uzerinde gerceklesgtirilmigtir.

CO;, lazer uygulanan pulpalarin, radikiler bélimlerinde géze carpan bir
hasar gozlenmemigtir ¥ Nd:YAG lazer uygulanan pulpalardaki yara iyilegmesinin 1.
haftada kontrol grubuna gére iyi olduju ve lazer uygulanan pulpalarda dentin képrusi
olusumunun 4 ila 12 hafta iginde olustugu bildirilmistir. CO, lazerin kopeklerde %,
pulpadaki direkt etkileri incelenmig ve lazer uygulanan dokunun altindaki dokularda higbir
lazer hasari olmadigs, tersiyer dentin olusumu ve muntazam bir odontoblast tabakasi
oldugu bildirilmistir. Wilder-Smith ve arkadaslari ®, Dang ve arkadaslari ** CO, lazer

pulpotomisinin birkag gln boyunca bakteri kontaminasyonuna ugramig, genis

perforasyonlu dislerde bile gok basarili oldugunu bildirmiglerdir.

Pulpa kuafaji ve pulpotomide lazer uygulanmasinda uygun parametreler

secilmelidir. Eger lazer enerjisi geregdinden gucla olursa, tedavi basansiz olacaktir.

KOK KANAL DUVARLARININ SMEARDEN ARINDIRILMASI VE

TEMIZLENMESI!

Endodontik enstriimantasyon, kék kanal duvarlarinda organik ve mineral
debris ve smear tabaka olusturmaktadir. Bu smear tabaka, tubullerin tikanmasiyla
permeabiliteyi azaltmayl sadlayarak faydali olsa da bakteri ve bakieriyel Urtnleri
icerebilmektedir ®®. Bu nedenlerden 6turl, smear tabakanin bir lazerle uzaklagtiriimasi ve
kontamine olmayan kimyasal bir sealentla yer degistirmesi ya da dentin ylzeyinjn

eritiimesiyle bir tikama saglanmasi énemli bir amag olmustur.
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CO; lazer uygulandiktan sonra, dentin permeabilitesi azalmakta ve gok

67,68

farkli morfolojik degigiklikler gézlenmektedir . Bunun yaninda, diamin giimis florid

(Ag(NHg3),F) debrislerin  uzaklastiriimasini ve morfolojik degisikliklerin  olusmasini
kolaylagtirmaktadir. 9.3-10.49 um araliyinda CO, lazer uygulamasi lazer ayarlarina ba{l

olarak kompozit rezinlerin dentine baglanma guglerini arttirmaktadir %.

Nd:YAG lazer igin ince fiber optik kablolarin geligtirilmesiyle, kok

kanallarinda kullanimi baslamigtir. Nd:YAG lazerin kok kanal preperasyonunda

70,71,72,73

kullanimtyla ilgili pek ¢ok yayin mevcuttur . Debris ve smear tabaka, uygun lazer

74,75 66,72

parametreleri kullanilarak uzaklastiriimig ve dentin permeabilitesi azaltiimigtir
Nd:YAG lazerin absorbsiyonu siyah mirekkep kullanimiyla artar bu da kék kanallarinda
lazerin etkisini arttirir . Argon lazer uygulamasiyla, enstrimante edilmis kék kanallarinda

68,77

yeterli bir temizlik saglanabilmektedir ve diamin gimus florid solusyonunun varli§i bu

etkiyi arttirmaktadir. ErYAG lazer uygulamalari smear tabaka ve debrisin kék kanal

duvarlarindan uzaklastiriimasinda Ar veya Nd:YAG lazerden daha etkilidir ™.

Potasyum titanil fosfat (KTP) lazer (532 nm dalga boyunda) uygulamasi,
kok kanallarindan smear tabaka ve debrisin uzaklagtinimasini saglamaktadir 3%, 532
nm dalga boyunda, nanosaniye atimli ve cift frekansli Nd:YAG lazer uygulamasinin

%2 Buna karsin

smear tabakanin tamamen uzaklastinimasini sagladigi bildiriimistir
yapllan ¢aligmalardaki sonuglar birbiriyle uyumlu degildir ve yiiksek enerji seviyelerinde

termal hasar meydana gelebilmektedir.

Dalga boyu 308 nm olan Xenonkhlorid (XeCl) lazer belli gu¢lerde dentin
ylzeyini eritir ve agik dentin tubullerini tikar ®#. 193 nm dalga boyunda ArF excimer
lazerler relatif olarak yuksek akimda (10-15 J/cm?) uygulandigina SEM incelemelerinde
peritubuler dentinde belirgin bir uzaklastirma, erime ve dentinal smear tabakada ¢oéztinme

olusturmaktadir #8687,
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2.10um dalga boyunda Ho:YAG lazer uygulamasinin etkileri, bu lazerin
dentin ablasyonu icin etkin bir aygit oldugu ve dentini kesmek icin uygun oldugunu
gostermektedir ®. 1340 nm dalga boyundaki Neodymium-yittrium aliminyum perovskite
(Nd:YAP) lazerlerin tekrarlanan endodontik tedavilerde kék kanal preperasyonunda

kullaniimak igin etkin bir cihaz oldugunu bildiriimistir %.

Smear tabaka ve debrisin lazerlerle uzaklastirtimasi mamkiandir ancak
buttin kanal duvarlarinin temizlenmesi gugtiur ciinkt lazerin duz bir gizgide ilerlemesi
lateral kanal duvarlarina lazer uygulamasini imkansiz kilmaktadir. Bunun igin fiber optik

kablolarin uglarinin belirli agilarla kesilmesi énerilmektedir.
KOK KANALLARININ STERILIZASYONU

CO, lazer ve Nd:YAG lazer *°"*? kullanilarak kok kanallarinin steril
edilmesi hakkinda pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu konuda Nd:YAG lazer daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Cunk( dar kanallara girmek ince fiber optik kablo sistemiyle
mumkUn olabilmektedir. 308 nm dalga boyundaki XeCl * 2640 nm dalga boyundaki
Er:YAG lazerler, 810 nm dalga boyundaki diode lazerler *, 1340 nm dalga boyundaki
Nd:YAP lazerler ® gibi degisik lazerler de bu amag igin kullamilmigtir. Butin lazerler,
yiiksek enerji seviyelerinde bakterisidal etkiye sahiptir. Ancak bu lazerlerin kullaniimalari
sirasinda, olugan duman vasitasiyla bu bakteriyel kontaminasyonu kok kanalindan
hastaya, hekime ve yardimcilanina bulagtirmak gibi bir etkileri olabilir *°. Bunun igin kok
kanallarinda lazer kullanirken enfeksiyonu yaymamak icin guglt bir vakum sistemi ve

% Kok kanallarinin lazer ile

kucluk gozenekli maske onlem olarak kullaniimalidir
sterilizasyonu periodontal dokularda termal hasar meydana getirebileceginden uygun

glg, sire ve enerji yogunluklarinin segilmesine tzen gosterilmelidir.
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KOK KANALLARININ SEKILLENDIRILMES| VE TIKANMAS!

Kok kanal sgekillendirimesi, organik dokularin uzaklagtiriimasini ve
irrigasyon ve tikamanin kolaylastiriimasini amaglayan endodontik iglemler icin énemli bir
basamaktir. Kanal duvarlanindaki diuzensizlikleri gidermek icin pek ¢ok degisik yontem

onerilmistir.

Er'YAG lazer kullanilarak kok kanal girigleri gekillendirilmigtir. ErYAG
lazerle iginlamadan sonra kanal duvarlar 1$51k mikroskobuyla incelendiginde dizgin ve
SEM’'de incelendiginde balik pulu gibi gérinmektedir. Nd:YAG lazer uygulamasindan
sonra temiz ve dizgin kék kanal duvarlar elde edilebildifinden beri, bu tipte lazer

uygulamasiyla kék kanallarinin sekillendirilmesi énerilmektedir .

Kok kanal dolgusu igin kullanilabilecek kamforo kinonla aktive edilebilen
rezinlerin fotopolimerizasyonlarinin 477 ila 488 nm dalga boyundaki Ar lazerlerle
yapilabildigi bulunmustur **%. Bu sonuglar, fiber optik kablo ilave edilen Ar lazerlerin
endodontik tedavi igin uygun bir model oldugunu gostermektedir. Benzer galigmalar AH-
26 ve kompozit rezinle gergeklegtirilmistir % Ar, CO, ve Nd:YAG lazerler gutta perkanin
yumusatiimasinda kullanilmis ve sonuglar Ar lazerin iyi bir tikama olugturdugunu ve bu

amacla kullanilabilecegini gostermigtir "%,

Ksk kanal duvarlarina lazer uygulamak zordur; lazer uygulamasindan
sonra duvarlar puruziudur. Fiber optik kablonun ucunu sekillendirmek ve kok kanal

duvarlarinin butin yuzeylerine lazer uygulayabilmek icin teknigin gelistiriimesi gereklidir.
PERIODONTAL DOKULARDAKI ETKILERI:

Digin kékl, periodontal ligaman ve membran araciligiyla alveoler kemikle
baglantiidir. Kanal ici uygulamalar sirasinda lazer kullanilmasinda, periodontal dokularda
termal hasar olugabilmektedir. Pulpada lazerden kaynaklanan termal etkilerin incelenmesi

hakkinda pek cok arastirma olmasina ragmen kok kanali igerisinde kullanilan lazer
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enerjisinin periradikiler dokular tzerine etkileri hakkinda ¢ok az ¢aligma mevcuttur.

102

Eriksson ve Albrektsson " kemigin korunmasi igin esik degerin 1 dk igin 47°C oldugunu

bildirmiglerdir.

Nd:YAG lazerin periodontal dokular (zerindeki etkileri ik kez, 1992
yilinda Bahcall tarafindan képekler tizerinde yapilan bir calismada bildirilmistir '®. Bu
caligmanin sonuglarina gére lazer uygulanan diglerde ankiloz, semental lizis ve major
kemik yeniden sekillenmesi gbzlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan degerler 3 W, 25 pps
ve 30 sn dir ve bunlar ¢ok yiuksek degerlerdir. Bu galismadan sonra lazerlerin periodontal
dokulardaki etkilerini incelemek igin kopekler ve ratlar Uzerinde pek c¢ok caligma
yayinlanmistir %% Eger uygun degerler secilirse lazerin periodontal dokular Gzerinde
geri ddnlisimsuz bir etkisi yoktur. Lazer sistemleri, devaml dalga, atim, kirilmig dalga ve
Q-switched gibi farkli modlarda kullanilabilmektedir. Hedef ve ¢evre dokulardaki isi

artisin! en aza indirmek icin Q-switched modun kullaniimasi 6nerilmektedir 104,

Eger kanal icinde Ho:YAG lazer, 1 W, 50 Hz ve toplam enerji 58 J'luk

degerlerin altinda kullanilirsa, kék ylzeyindeki Isi artigi 2.2°C altinda olmaktadir '®.

Tedavinin basaris! igin lazer uygulamalarinin periodontal dokulardaki
etkisi degerlendiriimelidir. Bunun icin uygun degerlerin ve beklenen tedavi etkisine uygun

lazer sisteminin secilmesi cok énemlidir.
KOK KANAL TEDAVISI

Klinik endodontik tedaviler icin Nd:YAG lazer pek c¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmistir. Enfekte dislerin lazer uygulamasini takiben doldurulmasindan
sonraki 3 veya 6 ayllk gozlemlerde postoperatif hassasiyet ve agnda, lazer
uygulanmayan gruba oranla belirgin oranda azalma oldugu gériilmastir % Nd:YAG lazer
uygulamasinin, apikal postoperatif eksidatif durum Gzerindeki etkisinin incelendidi bir

calismada sonuglar, lazer uygulanan vakalarin %60°'inda ¢cok az ya da hi¢ enflamasyon
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gorulmedigini, buna karsilik lazer uygulanmayan vakalarin %70’inde ciddi enflamasyon
gozlendigi bildiriimistir. Nd:YAG lazerin kurutma etkisi, kanamadan sonra kanal icerisinde
kalan artik materyallerin ¢okelmesiyle olusan eksudanin lazer uygulamasiyla
buharlagmasina ve iyilestirme etkisi periapikal lezyonun eksudatif durumunun inhibe

edilmesine bagldir.

Endodontik bagarn oranlarini artirmak igin lazerlerin konvansiyonel
yontemlerle birlikte ve mumkin olan en dogik glg seviyelerinde kullaniimasi

Onerilmektedir.

APISEKTOMI

Apisektomi, kok apeksinin komsu periodontal dokularla birlikte
uzaklastiriimasi ve bu alanin kirete ediimesini iceren cerrahi bir iglemdir. Rezeksiyon igin
endikasyon genelde daha 6nce yapilmig olan kok kanal tedavisinin basarisiz clmasidir.
Cerrahi igin lazer kullaniimasi, lazerin dokulart buharlastirmas! ve kicik kan damarliarini
tikayici etkisi sonucunda, daha kolaylikla kansiz bir cerrahi ylizey elde edilmesini
saflayacaktir. Eder kesi ylzeylerine lazer uygulanirsa, ylzey sterilize edilir ve tikanir.
Buna ek olarak, Er:-YAG lazerin sert dental dokulan termal veya yapisal hasara neden

olmadan kesebilmesi, mekanik frezlere olan gereksinimi ortadan kaldirabilir.

Lazerin apikosektomide kullaniimasina dair klinik aragtirmalar, CO,

107

lazerle baslamistir ‘. Bu lazerin kullaniimasiyla, kéktun apikal bolumundeki dentin

tubullerinin tikanmasi ve enfekte alanin sterilizasyonu amaclanmistir. Hemen arkasindan,

CO, lazerin apikosektomi amaciyla kullaniminin uygunlugu c¢ekilmis diglerde in vitro

108
k k 109,110

olara ve kopeklerde in vivo olara arastinimigtir. Cerrahi iglemler sirasinda

lazer kullaniminin tedavi sonuclarini etkilemedigi veya iyilesmeyi engellemedigi
gorilmistir. Buna ragmen, apikosekiomi ihtiyaci olan hastalarda bu lazer

111

uygulandiginda, iyilesme slirecini kisaltmadidi da saptanmistir . Bundan sonraki klinik

caligmalar Nd:YAG lazer Uzerine yogunlasmistir. In vitro olarak gekilmis dislerin
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kullanildigr ¢ahsmalarda Nd:YAG lazerin apisektomi yapilan kéklerde boya ve bakteri
penetrasyonunu azalttigi bulunmustur ''>"'3. Bu galismalarda lazer kok rezeksiyonundan

4 olarak

sonra kullanilimigtir. Lazer rezeksiyon igin kullanildiindaysa, ratlarda in vivo
kok yluzeylerindeki doku iyilesmesinin, frezle rezeke edilenlerle karsilastinidiginda
geciktigi gézlemlenmistir. Cekilmis dislerde rezeksiyonda Er:-YAG lazer uygulanan in vitro
calismalarda yaniksiz, dizgun, temiz kok yizeyleri elde edilmigtir '*°. Klinik olarak bu

lazerin kullamimi, iyilesmenin hizlanmasini ve postoperatif hassasiyetin azalmastni

saglamaktadir *°.
ENDODONTIK TEDAVILERDE FARKLI KULLANIM ALANLARI

540 nm dalga boyunda atimlt boya (dye) lazeri Rocca ve arkadaslar "’
tarafindan 1994 yilinda kalsifiye yapisik dentikelin uzaklastiriimasi igin kullaniimigtir. Bu
uzaklastirmadan sonra yapilan SEM incelemesinde dentikelin tabaninda keskin bir yuzey

gozienmisgtir.

CO; ve Nd:YAG lazerler kok kiriklarinin tedavisi igin kullanilmig ancak
reapproksimasyon tekniklerine, lazer tipine, enerjiye ve kullanilan diger degiskenlere

ragmen frakture kék segmentlerinin fizyonu saglanamarmsgtir'*®.

Ar, CO, Nd-YAG lazerler dental enstrimanlarin sterilizasyonunda

19120121 gonuglar her g tip lazerin de segilmis dental

basariyla kullaniimaktadir
enstrimanlann sterilizasyonunda basgarili oldugunu géstermesine ragmen argon lazer en
dustk enerji seviyesinde (1 W, 2 dakika) uygulama ile bunu saglayabilmektedir. Bu

bilgilerin klinige aktarilabilmesi igin uygun isinlama sistemleri geligtiriimelidir.
BIYOLOJIK CEVABIN STIMULE EDILMESI (BIYOSTIMULASYON)

Biyoinhibisyonu da icine alan biyostimillasyon, klinik bir etki elde etmek
icin dusitk enerjideki lazer 1:§inin dokular Uzerinde kullaniimasidir. Biyostimilasyon

klinikte agrinin azaltilmasi ve yara iyilesmesinin hizlandiriimasi icin kullaniimaktadir.
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Dugik enerjili ya da soft (yumusak) lazerler memeli dokularinda géranir
bir hasar olugturmayacak enerji seviyelerinde ve frekanslarinda ¢aligmaktadiriar. Buna
ornek olarak kirmizi renkli 1sini olan 632.8 nm dalga boyundaki He-Ne lazer ve 820 nm

dalga boyundaki Ga-As lazer verilebilir.

In vitro caligmalar bu tip lazerlerin kiltiir dokularinda bazi etkilere sahip
oldugunu ve fibroblast prolifereasyonunu stimile edebildigini géstermektedir. Bu, bazi
arastirmacilart disitk enerjili lazerlerin klinik kullanimi yoniinde aragtirma yapmaya
yoénlendirmistir. Helyum-Neon lazerlerin hipersensitif dentin , gingivitis, pulpa kapaklamasi
yapilmig digler, herpes labialis ve aftéz Ulserler lzerinde herhangi bir avantaj)
gosterilmemis olmasina ragmen hastalarin bu teknigin uygulanmasiyla ilgili dasunceleri
olumludur. Hamsterler Uzerinde yapilan bir galismada Helyum-Neon lazerlerin plak

olusumunu engelledigi bildirilmistir 2.

Biyostimulasyonun temel mekanizmas!, molekaler seviyelerde meydana
gelmektedir. Lazer 15131 dokuya penetre olur ve kromofora ya da fotohassas bir molekule
(mitokondri icindeki sitokrom) carpar. Bundan bagka, gtirme icin gerek duyulan rodopsin,
fotosentez icin klorofil ve fotodinamik tedavi (PDT) icin kullanilan fotohassas molekulier
de vardir. Mitokondrial sitokromlar Adenozin difosfati (ADP) Adenozin trifosfata (ATP)
gevirebilirler. Bu da hicreye enerji saglar ve hicresel metabolizmay! harekete gegirir.
Lazer si@inin hedef molekulleri etkilemesi biyolojik molekulin absorbsiyon spekirumuna
ve dokunun optik 6zelliklerine baglidir. 500 ila 1200 nm arasinda majoér sogurucular
yoktur. Yaklagik 1pm civarindaki dalga boylar doku igine en lyi sekilde penetre

olmaktadir ancak daha kisa dalga boylari kromofor tarafindan daha iyi sogurulmaktadir.

Biyositimalasyon 300 ila 400 mW/cm? nin altindaki gi¢ yoguniuklarinda
meydana gelmektedir. Bu enerji seviyelerinde, CO, lazerlerde oldugu gibi termal bir etki
degil PDT'de oldugu gibi fotokimyasal bir etki meydana gelmektedir. Gunk( dugik enerjili

lazer 151§1 hicresel metabolizmayi hizlandirarak, ATP retimini arttirir.
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Biyostimllasyon,  endotelyal hicre ve  fibroblastlarin  hicre
replikasyonlarini hizlandirmada da etkilidir. Bu klinik olarak 6zellikle diabetik hastalarin

yara iyilegsmesini hizlandirmasi bakimindan énemlidir.

DISHEKIMLIGINDE LAZER UYGULAMALARI SIRASINDA DIKKAT

EDILMESI GEREKEN NOKTALAR

Dental lazerler bilingli ve kurallarina uygun bir bigimde kullanildiklarinda
dis hekimlijinde pek c¢ok avantajlar saglamaktadir. Ancak bilingli olarak
kullaniimadiklarinda hasta, hekim ve calisan personel icin bir tehlike kaynag
olusturabilmektedir. Lazer 1si§inin glciine veya dalga boyuna gére meydana
getirebilecegi hasarlar, tehlikeli 1sik Uretmeyenlerden, cilt ve go6zler icin tehlike

olusturabilenlere kadar dért ayri tehlike sinifina ayrilir ',

Dis hekimliginde lazerlerin kullanimlan sirasinda ortaya c¢ikabilecek

tehlikeler su sekilde siniflandinimigtir:
-Okuler yaralanmalar
-Doku hasarlar
-Solunumla ilgili problemier
-Yangin ve patlama riski
-Elektrik carpmasi
Okiiler Yaralanmalar:

Gozde olusabillecek hasarlar lazer 1sininin direk goéze gelmesiyle ya da
ayna benzeri. parlak vylzeylere carparak go6ze gelmesi sonucu ortaya. cikar.
Dighekimliinde kullanilan pek cok alet hasta ve hekimi tehlikeye sokacak bu tar

yansimalara neden olabilecek tlurdendir. Lazer uygulamalari sirasinda herhangi bir
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yansima yaratmayacak matlastirdlmig, karbonize edilmis aletlerin  kullanimi
dnerilmektedir. Lazer uygulanmasi sirasinda gézde olusabilecek yaralanmalarin baginda

retina ve kornea tabakasinin yanmasi gelmektedir >,

Doku Hasarlari:

Normal vicut 1sisi olan 37°C'nin 21°C Uzerinde hiicresel enzimler ve
yapisal proteinlerin denaturasyonuyla, hiicre yikimi meydana gelmektedir. Histolojik
olarak 400 nm dalga boyu Uzerindeki abzorbe edilen radyant enerji termal koagiilasyon
nekrozuna sebep olmaktadir. 1 saniyeden daha kisa streli lazer uygulamalar fizyolojik

limitlerde bir 1s1 olusturmaktadir.

Termal olmayan diger doku hasarlan ise fotokimyasal ve fotoakustik
yollarla ortaya ¢ikmaktadir. Bu tip hasarlar tek ya da tekrar eden ¢ok kisa sureli (10usn)
atimlarla ortaya gikmaktadir. Bugine kadar lazer uygulamas! sonucunda ortaya gikmig
kanser olusumu bildiriimemisse de, hucresel DNA'nin molekiler baglarinin

kopartiimasiyla mutojenik degisiklikler ortaya gikabilecegi bildirilmigtir 2124,

Solunumla ilgili Tehlikeler:

Diger bir tehlike ise lazer doku etkilesimleri sirasinda inhalasyon yoluyla
tehlike olusturabilecek maddelerin agiga gikmasidir. Bu maddeler ¢zellikle cerrahi
islemler sirasinda ortaya cikabilecedi gibi, lazerin kendi yapisinda bulunan toksik gazlarin
kaza sonucu agija cikmasiyla da olusabilir. Ornegin Excimer lazerler, Florin ve hidrojen
klorit gibi toksik gazlaria karigik argon, kripton ve zenon gibi inert gazlar icermektedir.
Ayrica bazi lazer sistemlerinin uygulanmasi sirasinda toksik boyalar ve c¢ozeltiler
kullaniimaktadir. Fotodinamik tedavi esnasinda kullanilan ilaglar da toksik gazlar aciga
cikarabilmektedir "2'?* Lazer dumanindaki kimyasal maddeler; su, formaldehit, akrolein,
siyanat, karbondioksit, benzen, metan, aseton, siklohekzan, yag asiti esterleri, ksilen,

tolien ve asetaldehittir.
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Yangin ve Patlama Tehlikesi:

Lazer kullanilan alanlarda bulundurulan yanici ve patlayict maddeler kaza
sonucu lazer isinlyla karsilagirsa kolayca tutusabilir. Bu nedenlerle bu alanlarda
tutusmayan malzemelerin kullaniimasi énerilmektedir. Kagit triinler, plastik maddeler,
Olgt maddeleri ve rezinler, metil metakrilat, oksijen, etanol dighekimliinde kullanilan ve

tutusabilecek malzemelerdir.

Genel anestezi altindaki hastalarda kullanilan intiibasyon tipl iginden
yanici, patlayici gaz gectiginden, lazer 1ginin1 sourmamasi icin bunun abzorban olmayan

aliminyum bant gibi bir materyalle kaplanmasi gerekir '*>'2,

Elektriksel Tehlikeler:

Lazerle ilgili elektriksel tehlikeler, kullanicidan ziyade teknik sevis
personelini ilgilendirmekle birlikte, bazi hususlarin herkes tarafindan bilinmesinde yarar
vardir. Pek cok lazer sistemi ylksek voltajla galistigindan, 6lumcil kazalar ortaya
cikabilir. Bu nedenlerle dental lazerlerin kullanildigi yerlerde lazerler iletken sivilardan
uzak tutulmalidir. Lazer sisteminde herhangi bir ariza meydana geldiginde hekim hicbir
sekilde kendisi sorunu halletmeye c¢aligmamall veya gerekli egitimi almamig bir

teknisyene bu onarimi yaptirmamahidir 2%,

HUCRE KULTURU

Hucrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik
enzimlerle muamele edilerek tek hiicre veya kiguk ktimeler halinde ayristiriimasina ve
bunlarin bir besi yeri ile cam veya plastik siselerde doku ile baglantisi olmadan in vitro

olarak gogaltiimasina hucre kiltura denir 2.
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Temelde biyolojik 6zellikleri degerlendirmenin iki ydntemi vardir. Bunlar in
vitro ya da in vivo olabilir. Hangi soruya yanit aradigimiza bagl olarak bir ydntem digerine
tercih edilebilir. In vitro deneylerin, deney faktérlerinin kontrol edilebilmesinin kolay olmasi
gibi bir avantaji vardir. Bu, 6zellikle in vivo deneylerin gerceklestiriimesi sirasindaki en
buytk problemlerden biridir. Bunun yaninda in vitro deneyler, materyal ve konak doku

arasindaki kompleks etkilesimleri caligmak istedigimizde ise yaramamaktadir.

‘Doku ve organ kultur’ deyiminden, doku ve organ pargalarinin genel
ozellik ve normal fonksiyonlarini korumak sart ile in vitro olarak korunmalar: ve kiltare

ediimeleri anlagilir 2512127,

Hucre ve doku kuiturlerinin kullaniimasiyla molektler biyoloji ve tip
alanlarinda son yillarda blyuk asamalar saglanmis, hastaliklann epidemiyolojisi,
patogenez, teshis ve tedavisinde buylk asamalar kaydedilmistir. Hicre KkultGra
calismalarn, ilk kez, hiicre metabolizmasinin organizmanin élumanden sonra da bir sire

daha devam ettiginin gézlenmesiyle ortaya gikmistir'?>'26:127,

Hucre ve doku kultirt Oretmek icin kuilanilan vasatlarda, hiacresel
metabolizma faaliyetlerinin devami ve hicrelerin codalmast bazi belli maddelerin varigi
ile saglanabilir. Hicre bu maddeleri diger molekillerden kendisi sentezleyemez ve bu
gerekli maddeleri, ortama ilave edilen vasatlar saglar. Bu vasatlar dogal ve sentetik
materyallerin gesitli kombinasyonlarini kapsar. Htcre Uretme vasatlari, organlardan
htcrenin ayriimasindan sonra doku tabakasi meydana gelene kadar hucrelerin tretiimesi
icin kullanilir. Hacre tretme vasatlar genel olarak serumia birlikte hicrelerin gabuk
Uremelerini sadlayan di§er maddeleri kapsarlar. Hucreleri in vitro gogaltabilmek i¢in en iyi
ortam, in vivo ortamlarina en yakin ortamdir. In vitro htcre buyiimesinde temel ihtiyaclar
1950'lerde tespit edilmistir. Hucreler giinimiizde rutin olarak kiltire ediimektedir. Vasat,
enerji kaynagi olarak glukoz, bunun yaninda esansiyel aminoasitler, vitamin ve mineraller

icerir. Tamponlama kismen fosfat tuzlari ile en fazla da NaHCQL/CO, sistemi ile baglanir.
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Bu sisteme ilaveten veya bunun yerine kullanilabilen Hepes gibi uygun birkag sentetik
tampon vardir. Inkibatér, hicreler igin gerekli 37°C nin devami igin isi kontrolinu de

saglar. Ozmotik sartlar, vasata NaCl ilave edilerek saglanir 2126127

BIYOLOJIK AKTIVITENIN OLGUMU:

Hicre popllasyonunun canlihdi birkag sekilde olctlebilir: En kolay
yéntem boya alma &lgimidir. Hucreler trypan blue ile muamele edilir, daha sonra bir
hemositometrede mikroskop altinda incelenir. Mekanik olarak tahrip olmug veya

metabolik olarak inaktif hiicreler mavi gérunar '%.

Hiicrenin  metabolik bitunlagiunden c¢ok proliferatif kapasitelerini
saptamayl amaglayan calisma yapiliyorsa daha bagka deneysel yontemler
kullaniimalhdir. Hucre kalturlerinin buyumesi veya “plating efficiency” (plating randimani)

proliferatif kapasitelerin tlcimunde kullanilabilir.

Hucreler cogalip mevcut yiizeyi doldurduklarinda replikasyon durur ve
hicreler istirahat fazina girerler. Eger bodyle hicreler yeniden suspanse edilir (6rnegin
tripsinizasyon ile) ve dilue edilir ise, hucreler yeniden buylmeye baslar ve bir glnluk
yavaslama periyodunu takiben, yaklasik 24 saatlik bir sirede hicre sayisi iki katina ¢ikar.
Bu sure hcre kultrlerinin yasina, vasattaki serumun miktarina ve donorun genotipine

baglidir.

Plating randimani deneyleri, blyume egrilerinden ¢ok proliferasyon
glcuna odlger. Az sayida hicre direkt olarak hiicre kulttr plaklarina ekilir ve iki haftalik bir
inkilbasyondan sonra koloniler sayilir. Bir hucre dizisinin plating randimani belirli
buytklukte koloniler (ekseri 50 huicre veya daha fazlasi) veren hiicrelerin yizdesi

seklinde saptanir %°.
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HUCRE KULTURLERINDE KONTAMINASYON

Bakteri, kiif veya mantar ile kontamine olan kultarler uygun oimadigindan,
biyokimyasal caligmalar icin laboratuarlarda kullaniimaz. Mikoplazma ile enfekte kulturler
morfolojik olarak anormal gériimez, mikroorganizma veya onun hiicreler tizerindeki etkisi
gcalismalarda dikkati cekmeyebilir. Mikoplazma ve konakgi hicreler nukleik asit

metabolizmasi agisindan énemli farkhliklar gésterir.

Kalturler, kiltir hucreleri igin kullanilan materyal veya cahsan kigideki
mikroorganizmalar ile kontamine olabilir. Mikroorganizmalarnn varhd bazen kaba
kontrolle belirgin olarak goérulurken, her zaman durum béyle degildir. Kontaminasyonu
yansitan ayrint!ll protokoller mevcuttur ve hiicre kulturlerine baslanirken bunlardan

yararlaniimasi gerekmektedir 125128127,

HUCRE KULTURU TEKNIKLERI

Hucre Kaltari: spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalama ile
bir dokudan ayrilmis olan hiicrelerin Uretiimesidir. Hucre kiltarinde baglica {i¢ tanimdan

bahsedebiliriz:

1- organ kultarleri

2- doku eksplant kiltUrleri

3- hucre kulturleri

Organ kultar organlarin belli strelerde vicut disinda canl kalmalarinin

saglanmasidir.

Doku eksplant kalturleri ise doku parcaciklarinin canliiklarinin in vitro

kosullarda yurtttimesinin saglanmasidir.
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Hucre kalturanon tarihgesi 1800°lu yillara kadar uzanir. llk olarak 1866
yilinda in vitro doku kiltarl ¢alisiimis amfibi kan hiicrelerinin 35 giin canh kalabilmesi
saflanmistir. Ardindan Roux tavuk embriyosu sinir plaklarinin birkag giin canli
kalabilmesini saglamistir. 1898'de Ljungren insan derisini in vitro kosgullarda bir-iki gin
yasatabilmistir. 1913 yilinda Jolly in vitro kosullarda hiicre canliligi ve bslunmesiyle ilgili
birtakim g¢aligmalar yapmig ve semenderden elde ettigi [6kositleri bir ayin Gzerinde canlh
tutmayl basarabilmistir. Bu doénemlerde hentiz hiicre kulturl vasatlariyla beraber
antibiyotikler kullaniimadig igin, dokularin bu sekilde canli kalmalarini saglamak oldukga

buyiik basan kabul edilmektedir.

1910-1914 yillan arasinda temel hicre, doku ve organ kulturlerinde
buyuk adimlar atilmigtir. Aseptik kosullarda galigmalar yapiimis ve gergek anlamda ilk

doku kulturt calismalan gerceklestirilmigtir.

1926'li yillarda calismalar hiicre tretme vasatlar Gzerine yogunlagmis ve

Fisher analitik yontemlerle hiicre kilttr vasatlarint hazirlamigtir.

1952'de insan serviks karsinomasindan ilk devamli hlicre kulturd (Hel.a)

elde edilmigtir.

1955-1960 yillar arasinda Eagle bugtn kullandijimiz anlamda temel
hucre kultura vasatlanini hazirlamistir ki bu hucre kalturt caligmalarinda ¢ok ¢énemli bir

adimdir.

1960l yillarda hucre fuzyonu galigmalart ile monoklonal antikor aretimine
énclluk edilmis ve ik olarak 1961 yilinda Barskib ve arkadaslar in vitro kogullarda

somatik hucre hibridlerinin elde edilmesini gergeklestirmiglerdir.

1979 yilinda Green ve arkadaslan epidermal hucre kaltarleri
hazirlamiglardir. 1980’li yillarda endotelyal hucrelerden kapiller damarlarin olugtulmasina

calisiimis ve 1989 yilinda hcre kulturd teknolojisi, homogreft yapimi ve rekonstriktif
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cerrahide kullaniimaya basglanmistir. 1992'de Rosenfield ve Morgan genetik olarak
modifiye edilmis hiicreleri, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanmaya baslamiglardir ki bu

hicre kaltara teknolojisinin kullaniidigt son ve en 6nemli uygulamalardan biridir.

Son 20 yildir huicre kaittrt yalnizca spesifik aragtirmalar igin kullanilan bir
ara¢ olmaktan c¢ikmis dinyanin en hizli geligen endustri alanlarindan biri olan
biyoteknolojinin temel taglarindan birisi haline gelmistir. Yalnizca akademik
aragtirmalarda degil fertilizasyon, yapay organ, medikal ve toksikolojik g¢alismalarda

hayvanlarin yerini almasi yolunda yeni uygulamalar geligtiriimigtir 2126127

HUCRE KULTURLERININ KULLANIM ALANLARI

Gunimizde hucre kolturlerinin gok yaygin kullanim alanlan vardir.
Hemen her alanda bu tur c¢aligmalara rastiamak mimkinddr. Bunlan su sekilde

tzetleyebiliriz:

1- viral as! Uretimi ve viral teshis amach
2- monoklonal antikorlar ile antikor Gretimi
3- interferon Uretimi

4- enzim uretimi

5- insekt ag! Gretimi

6- interlokin Gretimi

7- hormon Uretimi (insilin)

8- buylime faktdrlerinin Gretimi

Hucre kultorlerinin yeni kullanim alanlarini ise s6yle siralayabiliriz:
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1- Somatik gen tedavisi
2- Tumér agilan
3- Canli hucrelerin greft amach kullaniimasi

Eritrositlerin organizma diginda transfiizyon amaciyla kullaniimasi
Kanser tedavisinde kemik iliginin kullaniimasi

Parkinson hastaliginin tedavisinde beyin hacrelerinin kullaniimasi
Organizma disinda hiicre modifikasyonu

4- Kompleks g boyutlu dokular

Yapay deri

Yapay kikirdak

Yapay karaciger

Yapay pankreas

HUCRE KULTURLERININ AVANTAJ VE DEZAVANTAJLAR!
Avantajlan:

1- Huocre kulturi ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagl olarak
fizyolojik kosullar daha iyi kontrol edilebilir. Sicaklk, pH, ozmotik basing, oksijen
ve karbondioksit kismi basinclari gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kultarunde
daha kolay saglanirken, canl viicudunda sabit bir gevreyi olugturarak birtakim

testleri yapmak daha zordur.
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2- Ornegin homojenitesinin kontroli saglanabilir. Doku érnekleri cogunlukla
heterojendir. Ancak, bir-iki pasaj sonra kultiire edilmig hlcreler, homojen hale
gelirler. Hucrelerin homojenitesi, elde edilen UrOnlerin homojenitesi agisindan son
derece onemlidir. Bunun saglanmasinin bir diger yolu da kuskusuz galigan

kisilerin homojenitesi ve caligmalarin ayni kosullarda yapiimasidir.

3- Hucre kultirleri ekonomiktir. In vivo sistemierde test igin canli
organizmaya verilen maddelerin bir kismi ¢esitli yollarla digariya atilacak, bir
kismi da organizmanin bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu
kosullarda canii bir organizmada verilen maddenin ancak %10'una bir cevap

alinabilirken, hlcre kulttrlerinde bu oran %90’lara kadar ¢ikabilmektedir.

4- Hucre klittrlerinin bir diger avantaji da Grln eldesinde endustriyel amagh
olarak kullanilabilmesidir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale

geimigtir.

Dezavantajlar:

1- Primer kultor ile basladiimizda birbirini izleyen pasajlarda hucreler
farklilagir ve bir miktar 6lum her zaman gerceklesir. Yani hicre kulturlerinde

zamana bagdll bir kararsizlik séz konusudur.

2- Hucre kulturlerinde hijyenite cok énemli oldugu icin primer kulturlerin elde

edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar htcre kultarlerini etkiler.

3- Deneyim gok dnemli bir faktérdir. In vitro calismalarda sterilite, kulturlerin

hazirlanmas| ve mikroskobik inceleme bir uzmanhgi gerektirir.

4- Hucre kultarieri in vivo ydntemlere kiyasla daha ekonomik olmasina

karsin kullanilan hiicre dretme vasatlari ve diger malzemeler son derece
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pahalidir. Buna ragmen elde edilen Griniin saf olmasi son derece &nemli bir
avantajdir. Ancak son yillarda bu teknolojinin geligmesi, kullanilan malzemelerin

geligtiriimesine ve giderek daha da ucuzlamasina olanak tanimaktadir.

Bu tez ¢alismasinda hiicre kilturs ydntemlerinden faydalanilarak,
kok kanal tedavilerinde cesitli amaglarla kullanilan Nd:YAG lazerlerin farkli
frekans ve guclerde uygulanmasinin osteoblast benzeri devamli hicre hatti
Saos-2 (zerinde meydana getirecedi degisiklikler ve etkilerin incelenmesi

amaglanmistir.
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GEREG ve YONTEM:

Calismanin hicre killtird ve MTT degerlendirmesi bélumleri Tarim ve
Koy lgleri Bakanhd SAP Enstitust Hucre Kulturi Bankasi’'nda, biyokimyasal
degerlendirmeler, Gulhane Askeri Tip Akademisi Arastirma Biyokimya Anabilim Dali’'nda,
ALP ve kalsiyjum boyamalarinin gérintilenmesi ise Gazi Universitesi Dig Hekimligi

Fakiltesi Oral Patoloji Bilim Dal’'nda gerceklestirildi.
HUCRE KULTURUNUN HAZIRLANMASI:

Hicre kllttrt galismalarinin tumd steril laminar air-flow kabinlerinde

gerceklestirildi ve lazer uygulamalar da yine bu steril kabinler icinde yapiidi.

Calismada osteoblast benzeri devamli hiicre hatti Saos-2 (HTB- 85,
ATCC, USA) kullanildi. Hiicre kaltiir vasati olarak %10 Fetal sigir serumu (Biochrom,
Germany) %1 antibiyotik-antimikotik karigim iceren DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagles
Medium) Ham’s F12 (Sigma, USA} kullanildi. Hucreler dondurulmus halde kuru buz
icerisinde transfer edilen ampuller olarak temin edildi. Bu ampuller kuru buz igcerisinden
cikartilarak 36°C lik su banyosu icinde cozuldukten sonra 5§ dakika boyunca 800
devir/dakika'da santriflj edildi. Ampullerin Uzerindeki stipernatant kisimlar atildiktan sonra
ampultn tabanina ¢okelen hiicreler 1 ml taze vasatla birkac kez pipetlenerek, 25 cm?lik
hicre kultlr kabina 5ml taze vasatla yerlestirildi. Hucre kultur kabinin kapagr 1 dis
gevsetilerek 37°C'de %5 CO'li etuivde inkube edildi. Hucreler hucre kultur kabinin
tabanini yaklasik 72 saat sonra tamamen kaplayip tek tabaka olusturduklarinda, hucre
kultar kabinin igindeki vasat doékulerek atild: ve hiicre kulttr kabinin igine 5ml versen-
tripsin ilave edildi. Hucre kuitlr kabi birkac kez asadi yukar: hareket ettirildikten sonra,
versen-tripsin hucrelerin tutundugu ylzeyin tersinden dokilerek uzaklastinldi. Daha
sonra hilicre kiitir kabina 5ml daha versen-tripsin ilave edildi ve ayni islem tekrarlandi.
Hucre kiltir kabimin igcinde, yaklasik 0.5 ml kadar versen-tripsin birakildi. Kalan bu

tripsinle hucre kultur kabi 37°C'lik etivde hocreler tamamen tutunduklar ytzeyden
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kalkincaya kadar bekletildi. Hicrelerin yizeyden kalktigi makroskobik (hiicre kultir
kabinin tabanindan akmaya basladiklari) ve mikroskobik olarak (hicreler yuvarlaklagip
ylzeyde hareket etmeye bagladiklar ) gézlendikten sonra bu hiicreler pipetienerek 5'er
ml taze vasatia 25 cm?lik 3 ayri hiicre kaltur kabina taksim edilip, bu sekilde subkltiire
edildi. Hucreler faz-kontrast doku mikroskobunda incelenip, hiicre kultiir kaplarinin

kapaklart 1 dig gevsetilerek 37°C %5’lik CO? |j etiive yerlestirildi.

Hiicre sayimi igin hiicreler tripsinize edilip toplandiktan ve taze vasatla
dile edildikten sonra; hiicre kultar kabindan 0.9 mllik bir érnek alindi ve 0.1ml tripan
mavisiyle iyice karistirilip hemositometreye yerlestirildi. Daha sonra hemositometre 151k

mikroskobunda incelenip hiicre sayimi yapiidi.

Bu sekilde hiicre kiltirleri subkiitire edilip gogaltildiktan ve hiicre
sayilan beliriendikten sonra, istenilen hicre yoguniugunda dilusyon elde etmek igin

toplanmis hacrelerin igerisine ne kadar daha taze vasat konulmasi gerektigi hesap edildi.
Hucrelerin Dondurulmasi:

Bu safhalar arasinda herhangi bir kontaminasyon durumunda stokta
hticre bulunmasi ve yapilan deneyler arasinda gececek strelerde hlcre yaglanmasini
6nlemek amaciyla subkultiire edilen hucrelerden bir kismi dondurularak sivi nitrojen

kaplarinin icerisinde saklandi. Hiicrelerin dondurulmasi sirasinda yapilan iglemier:

Hucrelerin yuzeyi %100 kapladigi bir adet 25 cm?® hucre kaltur kabi
icerisindeki vasat dokulup hlcreler versen-tripsin solusyonu ile muamele edilip ytizeyden
ayrildiktan sonra 800 devir/dakika'da 5 dakika santrifij edildi ve 3ml dondurma solusyonu
(%90 serum+ %10 DMSO (Dimetil sulfoksit) ile 3 ampul icerisine taksim edidi (1ml x3).
DMSO hucrelerin ¢abuk donmasini ve cabuk c¢o6ziulmesini sagladiyindan, donma
sirasinda hicre igerisinde kristaller olusmasina ve bunun hiicreye zarar vermesine engel

olmasi icin kullanildi.
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Hucreler en azindan 3 subkultir yapildiktan sonra analizlere bagland..

LAZER UYGULAMASI:

Hiicre kultar 6rneklerine 13 farkh gug ayarinda Nd:YAG lazer uygulandi.
Bu calismada Gazi Universitesi Dighekimligi Fakultesi Dis Hastaliklari ve Tedavisi
Anabilim Dal’'nda bulunan dalga boyu 1084 nm olan, 320 um capli fiber optik kablo iletim
sistemli, elektromanyetik spektrumun yakin kizil ¢tesi béluminde bulunan, hard
lazerlerden Nd:YAG lazer (Pulsmaster 600 IQ, American Dental Technologies, USA)
kullanidi. Cihaz 20 ila 200 mj, 10 ila 30 Hz ve 0.2 ila 6 W seviyelerinde 100 ps atim
aralig ile cahigmaktadir. Cihazin rehber lazer isini He-Ne lazer tarafindan dretilmektedir.
He-Ne lazerin dalga boyu 533 nm, giici 1 mWdir ve devamli modda 15in Gretmektedir.
Fiber optik kablonun ucu, hticre kultar plaklarinin tabanindan 2 mm uzaklikta ve tabana
dik olacak sekilde lazer uygulamasi gergeklestirildi. Gruplardan 1 tanesine He-Ne rehber
lazer 1sin1 uygulandi. Kontrol grubu olarak kullanilan grupta ise higbir lazer uygulamasi
gerceklestiriimedi. Gruplara uygulanan lazer gtic sevileri Tablo 4 ‘de verilmistir. Lazer her
gug ayarn icin 10 saniye boyunca aktive edildi. Uygulama bittikten sonra fiber optik
kablonun ucundaki karbonize artiklar steril bir gazli bez yardimiyla uzaklagtiriidi ya da

fiber optik kablonun ucu kesilerek uzaklastinidi.
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Gruplar Lazer mj Hz w Sire(saniye)
Grup 1 Nd:YAG 20 10 0.2 10
Grup 2 Nd:YAG 60 10 0.6 10
Grup 3 Nd:YAG 80 10 0.8 10
Grup 4 Nd:YAG 120 10 1.2 10
Grup 5 Nd:YAG 60 15 0.9 10
Grup 6 Nd:YAG 80 15 1.2 10
Grup 7 Nd:YAG 120 15 1.8 10
Grup 8 Nd:YAG 60 20 1.2 10
Grup 9 Nd:YAG 80 20 1.6 10
Grup 10 Nd:YAG 120 20 24 10
Grup 11 Nd:YAG 60 30 1.8 10
Grup 12 Nd:YAG 80 30 24 10
Grup 13 Nd:YAG 120 30 36 10
Grup 14 He-Ne 0.1 10
Grup 15 Kontrol

Tablo 4. Calismada kullanilan lazer gug ayarlari

boyamalar

gerceklestirildi.

MORFOLOJIK INCELEME:

icin  hilcre kilthr plaklarina yerlestirildikten sonra

Hucreler MTT analizleri, ALP ve osteokalsin Slglimleri ve histokimyasal

lazer uygulamasi

Morfolojik inceleme 24 gézll plaklarda yapildi. Hicreler, hiicre yogunlugu

3x10* hiicre/m! olacak sekilde dilue edildi. Her géze 2 ml hiicre suspansiyonu kondu.

Calismada her inkiilbasyon dénemi ve lazer uygulamasi icin 15 g6z olmak tzere, toplam

45 g6z hazirlandi. Hucre kaitar plaklart 7, 14 ve 21 gunluk inkiibasyon dénemleri boyunca
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37°C'de ve %5 CO, ‘li etuvde bekletildi. Gozler, gézlem periodiarina kadar faz kontrast

doku mikroskobunda gun asin incelendi.

Inktubasyonun 7, 14 ve 21. gunlerinde faz kontrast doku mikroskobuyla
cesitli buyutmelerde vyapilan incelemeler New Image gtruntlileme programiyla

fotograflandi.
MTT ANALIZLERI:

Hicreler yukarida anlatifan sekilde pasajlanip hucre sayilart 2x1 0*
hiicre/ml olacak sekilde seyreltildikten sonra 96 g6zl hiicre kiltir plaklarina her gézde
100 pl olacak sekilde taksim edildi. Daha sonra degisik degerlendirme periodlart ve lazer

uygulamalart icin her birinde 8 adet g6z olan 45 gruba ayrildi.

Degerlendirmenin yapilacadi gin, o gine ait 15 grup alinip iglerindeki
vasat bosaltildi ve yerine 100ul/gdz taze vasat ilave edidi. Daha sonra 12,5 pl/géz MTT
solusyonu (Cat. No:5655, Sigma, USA) ilave edilip karanlik ortamda 37°C’de %5’lik CO,'li
etivde 4 saat bekletildi. Faz-kontrast doku mikroskobunda renkli formazan kristallerinin
olugsumu izlendikten sonra bu gézlerdeki karigim dokalda ve 100 ul/lgéz DMSO ve 12,5
ul/géz Glycin tampon g¢ozeltisi (pH:10.30) ilave edilip olusan bu formazan kristallerinin
gbztnmesi saglandi. Daha sonra bu gozlerdeki renk yodunlugu optik okuyucuda 570
nm’'de okundu ve her grup i¢in kullaniian 8 géziun ortalamas alindi. Her grup igin degisim

yuzdesi agagidaki format kullanilarak hesaplandi.

Degisim yUzdesi= [ (deney gozlerinin absorbans ortalamasi- kontrol

gozlerinin abzorbans ortalamast) / (kontrol gézlerinin abzorbans ortalamast)]x 100
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ALKALEN FOSFATAZ VE OSTEOKALSININ BIYOKIMYASAL

DEGERLENDIRILMESI

Bu calismaya 24 goziu plaklarda 3x1 0* hicre/ml olacak sekilde basiandi.
Her gbze 2 ml hlcre suspansiyonu kondu. Caligmada 15 grubun her biri igin 3 tekrar
olacak sekilde her inkilbasyon dénemi ve lazer uygulamasi icin 45 g6z olmak Ulzere,
toplam 270 g6z ( ALP degerlendirmesi icin 135 g6z, Osteokalsin de§erlendirmesi igin 135
g6z) hazirlandi. Daha sonra hicreler 7, 14 ve 21 ginlik inkUbasyon dénemleri boyunca

37°C’'de ve %5 CO, li etiivde bekletildi.

Inkilbasyon dénemlerinin sonunda o gune ait gézler mikroskopta hticre
tutunmasi ve yodunlugu yéninden incelendi. Daha sonra gozlerdeki vasatlar eppendorf
tupleri icerisine toplandi ve goOzlere 1ml/géz versen-tripsin ilave edildi. Hlcrelerin
yuzeyden ayrildii mikroskopta gézlendikten sonra hicreler mikropipetler yardimiyla

toplanip kendi géziine ait eppendorf tipl icerisine ilave edildi.

Daha sonra hticreler Glilhane Askeri Tip Akademisi Arastirma Biyokimya
Dal’nda vasatlariyla birlikte ultrasonik pargalayict ile yarim saat muamele edilerek
parcalandi. Serum ALP olgumleri AMP (amino-2 methyle-2 propanol) tampon ile p-nitro
phenylphosphate kullanilan bioMerieux ALP kit (BIOMERIEUX SA, France) ile Technicon

Dax-48 analizérinde (Bayer Diagnostica, GERMANY) yapild.

Serum osteokalcin 6lgimi immunokemiluminesans teknikle IMMULITE 1

(DPC Diagnostic Product Corporation LA,CA,USA) analizériinde original kiti ile yapildi.
ALKALEN FOSFATAZ ICIN HISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI:

Boyanin hazirlanmasi: 2mg/ml Na-o-naftil fosfat (Cat.No. N7000,Sigma,
USA) ve 2mg/ ml Fast blue RR tuzu {Cat. No. 44680, Fluka, ) distile suyla otomatik
karistincida karistinldi. Daha sonra solusyonun pH’si tris tamponu damiatilarak 10'a

esitlendi. Bu iglem i¢in pH metre kullanildi.
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Hicre sispansiyonunun yogdunlugu 4x10* hucre/m! olacak sekilde
ayarlandi. Daha sonra 35 mm’ ‘ik doku kultur kabi igerisine 2 ml bu hiicre
stspansiyonundan kondu. Her lazer uygulamasi ve her inkibasyon periodu igin 1 doku
kultir kabi olacak sekilde toplam 45 doku kiiltir kabi hazirlandi. 24 saat sonra doku kiitir
kaplarindaki hiicrelerin tutunmalar faz-kontrast doku mikroskobunda incelendikten sonra
doku kultar kaplarina belirlenen guclerde lazer uygulandt ve 37°C’de %5'lik CO,'li etivde
7, 14 ve 21 gun sreyle bekletildi. Inkiibasyon periodunun sonunda o perioda ait toplam
15 doku kualtur kabi alinarak iglerindeki vasat dokildid. Her doku kiltar kabina 2 ml 0.14
mol/l sodyum katodilat tamponunda hazirlanmis %1,5'luk gluteraldehit ilave edildi ve 10
dakika bekletilerek ylizeydeki hiicrelerin fikse edilmesi saglandi. Daha sonra petrilerdeki
gluteraldehit dokulerek doku kultir kaplan distile suyla yitkanarak gluteraldehit
uzaklastirildi. Fikse edilen doku kiltar kaplarina 2ml hazirlanmig olan ALP boyasi ilave
edilerek karanhk ortamda 1 saat bekletildi. 1 saatin sonunda doku kuitlr kaplarindaki
boya dokuldu ve doku kultur kaplar distile suyla yikanarak reaksiyon sonlandirldi ve
doku kultur kaplar kurumaya birakildi. Daha sonra isik mikroskobunda x10 ve x20

blyitmeyle mikroskoba bagl dijital fotograf makinesi kullanilarak fotografland:.
KALSIYUM ICIN HISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEML:

Boyanin Hazirlanmasi: NH,OH (Cat. No. A-6899, Sigma, USA) distile su
ile seyreltilerek %0.028'lik NH,OH solusyonu elde edildi. Distile su ile S alizarin sodyum
sllfanat otomatik kanstiricida karigtirilarak %1°lik S alizarin sodyum silfanat solusyonu
elde edildi. Daha sonra %0.028'lik NH,OH damlatilarak %%’lik S alizarin sodyum suifanat

solusyonunun pH’si 8.4'e esitlendi. Bu iglem igin pH metre kullanild:.

Hucre stspansiyonunun yogunlugu 4x10* hucre/ml olacak sekilde
ayarlandl. Daha sonra 35 mm® ‘ik doku kultur kabi igerisine 2 ml bu hucre
slispansiyonundan kondu. Her lazer uygulamasi ve her inkiibasyon periodu igin 1 doku

kaltar kabi olacak sekilde toplam 45 doku kiilttr kabi hazirland:. 24 saat sonra doku kultar
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kaplarindaki hicrelerin tutunmalari faz-kontrast doku mikroskobunda incelendikten sonra
doku kultar kaplarina belirlenen gtglerde lazer uygulandi ve 37°C’de %5'lik CO,'li etiivde
7, 14 ve 21 gin sireyle bekletildi. Inkibasyon periodunun sonunda o perioda ait toplam

15 doku kultur kabi alinarak iclerindeki vasat dékuldi.

Doku kiltir kaplart ALP boyamasi icin kullanilan yontemie fikse edilip
distile suyla yikanip kurutulduktan sonra, doku kultir kaplarinin icine hazirlanan kalsiyum
boyasindan 2'ser m! ilave edilip 2 dakika bekletildi. Reaksiyon doku kulttr kaplarinin asit
etanol (etanol icerisinde %0.01 HCI) ve distile suyla yikanmasiyla sonlandiriidi. Doku
kultur kaplan kurumaya birakildi. Daha sonra gtk mikroskobunda x10 ve x20 buyltmeyle

mikroskoba bagdl dijital fotograf makinesinde fotografland.
ISTATISTIKSEL ANALIZ:

MTT abzorbans ortalamalari, ALP ve osteokalsin aktivitesi ortalamalar
Varyans analiziyle, ¢oklu karsilagtirmalar Tukey testi kullanilarak p=0.05 seviyesinde

degerlendirildi '*2.
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BULGULAR:

MORFOLOJIK INCELEME:

Tum go6zlerdeki hucreler inkiibasyon periodunun 3. guntinden itibaren
hucre koltar plaklarinin tabanina tutunarak bir monolayer olugturmaya basladi. 7. ganin
sonunda butlin deney ve kontrol gézlerinde hicreler hiicre kiltir pladinin tabanina
tutunmus olarak gézlendi ancak ¢zellikle yiiksek glic ayan uygulanan Grup 7, Grup 10,
Grup 11, Grup 12 ve Grup 13'e ait gézlerde tabanin tamaminin kaplanmadi§! ve bazi

bosluklarin oldugu gézlendi.

14. guniin sonunda ¢zellikle Grup 1 deney gézlerinde, kontrol gézlerinde
ve He-Ne lazerin uygulandigi Grup 14 gozlerindeki hucrelerde kontak inhibisyon
sonucunda dékulmeler olustugu goézlemlendi. Yuksek gii¢ ayari uygulanan gruplarda,

kontak inhibisyona bagh hucre dokulmeleri daha az gozlendi.

21 gunlik inkubasyon periodunun sonunda tim gruplara ait gézlerde
hicre dokuimeleri bagladifi goézlemiendi. 21 glnluk period sonunda hicre
sitoplazmalarinda grantler yapilar olusmaya basladidi, hucre membranlarindaki
bozulmalara bagll olarak hucrelerin siserek yuvarlaklashd ve orijinal i seklindeki
yapilarinda bozulmalar meydana geldidi izlendi. Yine bu periodda, osteoblastlarin orijinal
morfolojilerinde sitoplazmanin ortasinda yer alan hticre gekirdeklerinin hucrenin bir
tarafina dogru itiimis oldugu gézlemlendi. 21 gunitik gézlem dénemi sonunda da hucre
yodunlugu, Grup1, Grup 14 ve Grup 15 (kontroly'de lazer uygulanan diger gruplara oranla

daha fazla bulundu.



Resim 1: Hiicreler neredeyse tamamen tabani kaplamis olarak izleniyor (7. Gn,
Grup 14)

Resim 2: Bazi bosluklar izlense de hiicreler tabani kaplamis olarak
izleniyor(7. Gan,Grup 1)



Resim 3: Hucreler tabanin tamamini kaplamig olarak izleniyor (7. Gin,Kontrol)

Resim 4. Huocreler heniiz tabami kaplamamis, tutunan hiicreler normal
osteoblast fenotipi gasteriyor (7. Gin, Grup 13)



Resim 5: Alttaki tabakanin tabanin tamamini kapladigi ve kontak inhibisyoniar
yozonden hiicrede dokuimeler bagladigi izleniyor (14. Gun, Grup 1)

Resim 6: Daha az hicre dokilmesi olmasina karsin, tabanda hig bosluk
olmadig izleniyor (14. Gun, Grup 14)
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Resim 7: Tabanda hala bosluklar var, ancak ¢zellikle hiicrelerin yogun oldugu
bolgelerde dokulmeler izleniyor.( 14. Gun, Kontrol )

Resim 8: Hucre proliferasyonu kontrol gozlerine oranla gok daha disik (14.
Gin, Grup 13)



Resim O Altta hala normal hicreler olmasina kargin  htcrelerin
yuvarlaklasmaya basladiklan izleniyor (21. Gun, Grup1)

Resim 10: Hicrelerdeki yaglanmaya bagl olarak stoplazmalarinin koyulagtigi ve
hucrelerin yuvarlaklagarak nikleuslarinin kayboldugu izleniyor(21. Gin, Grup 13}



Resim 11: Hocre yoduniugunun fazla oldugu ve hdcrelerin yaglanmaya
bagladifi izleniyor (21. Gun, Kontrol)

Resim 12: Alttaki tabakada hala normal morfolojide hlcreler olmasina kargin,
hicrelerin gogunda yuvarlaklagmalar ve nokleuslarin bir tarafa dogru itildigi
izleniyor (21. Gun,Grup 14)
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MTT DEGERLENDIRMELERI

Saps-2 insan ostecblast benzeri hicre klltdrleri Gzerinde yapilan
calismada, deney ve kontrol gézlerinin abzorbans ortalamalari degerlerinin inktibasyon
periodunun 7, gininde en yiksek degerlerinde oldugunu ve bu degerlerin 14. glnde

azalmaya basladifjini ve 21. giinde bu defjerierin en dustk duzeye ulastigi gozlemiendi.

Her iic gozlem periodunda da Grup 1 ve Grup 14 gézlerinin abzorbans
ortalamasi, kontrol gozlerinin abzorbans ortalamalarindan daha ylksek, lazer uygulanan
diger gruplarin abzorbans ortalamalan ise kontrol gozlerinin abzorbans ortalamalarindan

daha disik bulundu.

MTT igin yaplan varyans analizi sonuglarina gore degerlendirme
periodlar karsilastinidiginda fark anlamli, atim enerji (mj) miktarlari karsilastinidiginda
fark anlamli (p<0.05), atim oranlan (pps) karsilastinidiginda fark anlamh (p<0.05),
degerlendirme periodu ve atim enerjisi (mj) arasindaki etkilesim anlamii (p=0.05) ancak
degerlendirme periodu ve atim orani (pps) arasindaki ve atim enerjisi (mj) ve atim orani

(pps) arasindaki etkilesim anlamli degildir (p>0.05).

Butun gruplar igin kaydedilen gozlem periodlarinin kaydedilen degerleri
goklu grup olarak alinip, Tukey testi p=0.05 seviyesinde uygulandiginda batun periodiar

arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.058) (Tablo 5).

7 14 21
? : _ _ Lol
_1:1 P<0.05 L 2
21 P=0.05 P<0.05 -

Tablo 5: Gozlem periodlaninin coklu kargilagtinimasinda anlamlilik tablosu.
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Gruplarda kullanilan atim enerji degerleri (mj) karsilagtinidiginda Grup 1
ve Grup 14 (He-Ne), Grup 1 ve Grup 15 (Kontrol) arasindaki fark anlamii degildir
(p>0.05). Ayni sekilde 60 mj atim enerjisi uygulanan gruplar ve Grup 15 arasindaki fark
da anlamli degildir (p> 0.05). Bunun digindaki gruplarin abzorbans ortalama degerier

arasindaki farklar anlamlidir (p< 0.05) (Tablo 6).

- 20 T 60 BO— 1?0 ) HeNe . .K;:;I

20 - - - - - =

; P<0.05 = : ) —— _T __— T __ 1
b U VN AY 4

120 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - - -

HeNe P=0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -

Kaontrol p>0.05 P)?OS_ P<0.05 P<0.05 Pf-l]; - -

Tablo 6: Atim enerjileri (mj) degerler karsilastirilirken yapilan anamiilik tablosu.

Buttn gruplar igin atim oranlarinin kaydedilen, goklu grup olarak alinip,
Tukey testi uygulandiinda 10 pps atim oran ve kontrol grubu arasindaki fark, 15 pps
atim orani ve 30 pps atim orani arasindaki fark ve 20 pps alim orani ve 30 pps atim orani
arasindaki fark anlamli degildir (p>0.05), Bunun disindaki atim oranlan karsilagtinidiginda

fark anlamli gikmaktadir (p<0.05) (Tablo 7).
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hesaplanmasinda agagidaki formal kullaniimigtir:

10 15 20 30 HeNe Kontrol
; = ‘ - _ - : . = _ =
15 | P<0.05 - - - = =
|

20 P<0.08 p>0.05 - = =

30 P<0.056 P=0.05 P=0.05 - - -

HeNe F<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -

Kantrol P=0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 -

Tablo 7: Atim oranlan(pps) karsilastinidiinda yapilan anlamiilik tablosu. -

MTT  6lgumlerinin  kontrol grubuna gore degdisim ylzdesinin

Degisim yuzdesi=| (deney gtzlerinin abzorbans ortalamasi — kontrol

gozlerinin abzorbans ortalamasi) / (kotrol gozlerinin abzorbans ortalamasi) ] x 100
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Bu formile gtore MTT abzorbans dedisim yUzdeleri kargilagtinididinda
ortaya gikan grafikler asagidaki gibidir (Grafik 1, 2);

MTT % DEGISIM

|B7. Gun E@14. Gin B21.Gin |

= 40
Se 20
_=°E -
Eog il |
EE,& ﬂ" ET T
335211 2 3 5 6 8 11 !14
=
E 0

Gruplar

‘Grafik 1: MTT degisim ytzdelerinin gruplara gére karsilastiriimasi
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Grup 13
Grup 14
Grafik 2: MTT defigim ylzdelerinin gtizlemn dénemlerine gore kargilagtinimas:

degisim

Kontrol grubuna gére %

A
o

Gozlem Dénemleri
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MTT abzorbans ortalamalan kargilastinidiginda ortaya gikan grafikler

asafjidaki gibidir (Grafik 3.4):

MTT ORTALAMALARI
[B7. Gan @14. Gun W21, Gin |

oo oo
o h o

MTT abzorbans
ortalamalan

1 2 & 4.5 6 47 8 & 10811 12113 14 15
Gruplar

Grafik 3: MTT abzorbans ortalamalarinin gruplara gére kargilagtinimasi
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Grafik 4. MTT abzorbans ortalamalarinin géziem dénemlerine gére karsilastinimasi
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ALP OLGUMLERI

Olgumlerin ortalamalarina gore ALP seviyelerinin ortalama degerleri 7.
glnde 344.83-388.80 uwml degerleri arasindayken, 14. glnde 550,37-627 52u/ml
seviyelerine ulasmaktadir. 21, gunde yapilan olcumlerin ortalamalarina gore bu dedger
tekrar gerilemektedir (440.56- 476.69u/ml). ALP aktivitesi 14 glnde en yiksek
seviyesine ulagmaktadir. Her Gg gozlem periodunda da Grup 14'0n ALP aktivitesi diger
gruplar ve kontrol grubu gozlerinden daha yuksektir, Ayni sekilde Grup1 her Ug¢ gozlem
periodunda da kontrol gozlerinden daha fazla ALP aktivitesi gostermistir. Bunun digindaki
lazer uygulamasi yapilan dider gruplarin tamaminda, her g gozlem periodunda ALP

aktivitesi kontrol gézlerinin ALP aktivitelerinden daha dusaktar.

ALP igin yapilan varyans analizi sonuglarina goére degerlendirme
periodiar  kargilastinidiginda fark anlaml (p<0.05), atim eneri (mj) miktariar
karsilastinldiginda fark anlamli (p<0.05), atim oranlari (pps) karsilastinidifinda fark
anlamli (p<0.05), degerlendirme periodu ve atim enerjisi (mj) arsindaki etkilesim anlamli
(p=0.05) ancak degerlendirme periodu ve atim orani (pps) arasindaki ve atim enerjisi (mj)

ve atim orani (pps) arasindaki etkilesim anlamli degildir {p>0.05).

Goklu karsilastirmalarda p=0.05 seviyesinde kullanilan Tukey testine
gtire gozlem periodlarinin coklu karsilagtinimalaninda butun periodiar arasindaki fark

anlamlidir (p<0.05) ( Trablo 8)

7 14 21
[ - - =
14 P<005 - -
21 P<005 P<005 -

Tablo 8: Gazlem periodian kargilastinimasinda yapilan anlamlilik tablosu.
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Atm enerjileri Tukey testiyle goklu karsilagtirmaya tabi tutuldugunda

yalnizea 20 mj atim enerjisi ve kontrol gézlerinin ALP ortalamalar arasindaki fark anlamii

degildir (p=0.05), diger gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur {(p< 0.05) (Tablo 9)

20 60 o 80 120 HeNe Kontrol
e e e e e -
60 P<0.05 - - - - =
_80 —;0-._05 P<$5 - _ - - g - 3
120 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - - _ -
HeNe P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -
Kontrol p=0.056 P<0.05 P=0.05 P=<0.05 P<0.05 -

Tablo 9; Atim enerjileri (mj) dederleri karsilastinldiginda ortaya gikan anlamlilik tablosu.

ALP ortalamalarina goére atim oranlar karsilastiriidiginda yalnizca 15 ve

20 pps atim oranlan arasindaki farkin anlaml clmadigi (p=0.05), diger atm oranlarn

arasindaki farkin ise anlamli oldugu gozlenmistir (p<0.05) (Tablo 10).
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Eﬂ 15 20 30 HeNe Kontral
A8 I B Y | T |
[
10 - - - - - -
15 P<0.05 - - - - -
20 P<0.05 p>0.05 = - = -
30 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - - -
HeNe P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 - -
Kontrol P<0.05 P=0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05 -

Tablo 10: Atim oranlari(pps) karsilagtinidiginda ortaya ¢ikan anlamlilik tablosu.

ALP  olgimlerinin  kontrol grubuna gore degigim  ylizdesinin

hesaplanmasinda asagidaki formil kullaniimisgtir:

Degisim ylizdesi=[ (deney gozlerinin ortalamasi — kontrol gozlerinin

ortalamasi) / (kotrol gozlerinin ortalamasi) ] x 100
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Bu formile gore dedigim yizdeleri karsilagtinidiginda ortaya gikan
grafikler asagidaki gibidir (Grafik 5, 6):
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Grafik 5: ALP aktivitesi de§jisim yozdelerinin gruplara gére karsilastiriimasi
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Grafik 6: ALP aktivitesi degisim ylzdelerinin gézlem dénemierine gore kargilagtirimas:
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ALP aktivitesi ortalamalan karsilagtinidiginda ortaya gikan grafikler

asagidaki gibidir (Grafik 7, 8):

ALP ORTALAMALARI
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Grafik 7: ALP aktivitesi ortalama degerlerinin gruplara gore kargilagtirimasi
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Grafik 8: ALP aktivitesi ortalama degerleriﬁ'in_gﬂzlam donemlerine gtire karsilagtinimas:
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OSTEOKALSIN OLCUMLERI:

Osteokalsin @lgimleri yapilirken énce hucreler vasatianyla birlikte
ultrasonik pargalayict ile yarim saat muamele edilerek parcalandi ve pargalanan

hiicrelerin serum osteokalsin miktarlari 6lglidi.

Yapilan bu slgimlerin ortalamalarina gore ilk iki gézlem periodunda yani
7 ve 14, gunlerde osteokalsin miktan élgumuniin en alt limiti olan 0.01 ngml" vasatin
altinda oldugu gozlendi ve bu yizden 0 kabul edildi. Bu bulgu bitin deney gdzleri ve
kontrol gozlerinden toplanan vasat ve hicreler igin ayniydi. 21 gunlik inkiibasyon
periodundan sonra gozlerden toplanan vasat ve hicreler osteokalsin olgumierine tabi

tutuldugunda ortalama defjerlerin 0.70 ila 1.94 ngmi ' vasat arasinda oldugu gozlemlendi.

Osteckalsin igin yapilan varyans analizi sonuglarina gére 7 ve 14
glnlerde 6lgim osteokalsin degerleri élcim alt simirimin altinda kaldigindan herhangi bir
degerlendirme  yapilamamis bu nedenle  de degerlendirme  periodiar
kargilastinlamamigtir. Atim enerji (mj) miktarlar, atim oranlari (pps), atim enerjisi (mj) ve
atim orani (pps) arasindaki etkilegim karsilastinidiginda anlamii bir fark bulunamamistir
(p<0.05), Bu nedenle Tukey testiyle yapilan coklu karsilagtirmalar osteokalsin igin

yapiimamistir.

0SC  olcomlerinin - kontrol  grubuna gore  degdisim  yuzdesinin

hesaplanmasinda asagidaki formul kullaniimigtir:

Degisim ylzdesi=[ (deney gozlerinin ortalamasi — kontrol gozlerinin

ortalamasi) / (kotrol gozlerinin ortalamasi) ] x 100
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Bu formiile gére osteokalsin degigim yuzdeleri kargilastinidiginda ortaya

¢ikan grafikler agsafjidaki gibidir (Grafik 9, 10):
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Grafik 9: Osteokalsin dedisim yuzdelerinin gruplara gére karsilastinimasi
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Grafik 10 Osteokalsin degisim ylizdelerinin gézlem dénemlerine gore karsilagtinimasi
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Osteokalsin ortalamalari kargilastinidiginda ortaya ¢ikan grafikler

asagidaki gibidir (Grafik 11,12):
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Grafik 11: Osteokalsin ortalamalarinin gruplara gore kargilagtinimasi
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Grafik 12: Osteokalsin ortalamalanimin gézlem dénemlerine gére kargilagtiriimasi
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HISTOKIMYASAL DEGERLENDIRMELER:

ALP BOYAMASLE

ALP  boyamalan sonucunda fikse edilen hocrelerde hicre
sitoplazmalarinda ALP pozitif hiicrelerde karverengi-siyah boyamalar olugtugunu

gozlemledik

ALP aktivitesi bulgularini destekleyecek sekilde histokimyasal
boyamalarda butin gruplarda ALP gozlenmis olmasina kargin tzellikle 14 gunlik period

sonundaki boyamalarda ALP yogunlugunun artrmig oldugunu gozlemledik.

Gruplar arasinda bir kargilastirma yapildigindaysa HeNe lazer uygulanan
Grup 14'teki, en disik lazer glc seviyeleri olan 20 mj, 10 pps ve 10 saniye uygulanan
Grup1, ve kontrol gbzlerinde yogunluklarin daha fazla oldugunu gozlemledik. Ayni sekilde
yuksek guglerde ozellkle 60 mj, 10 pps ve 10 saniye gug ayarlarinin (zerinde ALP

boyamalarinin yogunlugunun azaldigini gézlemledik.



Resim 13: 7. giin ALP boyamas| Grup 15'e (kontrol) ait bir drnek,

Resim 14: 7. gun ALP boyamasi Grup 13'e ait bir dmek.
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Resim 15: 14. glin ALP boyamasi Grup 14'e ait bir érnek

Rsim 16:14. giin ALP boyamasi Grup 13’ ait bir ornek



Resim 17: 21. gin ALP boyamasi Grup 14’ ait bir smek

Resim 18: 21. giin ALP boyamas! grup 13'e ait bir 5rnek
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KALSIYUM BOYAMALARI:

Kalsiyum boyamalarinda fikse edilen hicrelerde, hicre sitoplazmalari
icerisinde bulunan kalsiyum depolan kirmizi-kahverengi renkte izlendi. Bu depolarin
g6zlemlenmeleri de gozlem periodunun ikinci evresi olan 14, glnde yodunluk
gostermektedir. Gézlem periodunun Uglnct evresi olan 21. gunde bu yogunluklarin

artti§ini gozlemledik

ALP boyamalarinda oldugu gibi gruplar arasi bir kargilagtrma
yapildiginda kontrol grubu, HeNe lazer uygulanan grup ve disik glg seviyelerinde lazer
uygulanan (20mj, 10 pps ve 60 mj, 10 pps)gruplarda boyama yogunlukian diger gruplara

oranla daha fazladir,



Resim 19: 7. giin kalsiyum boyamasi kontrol grubuna (Grup 15) ait bir émek

Resim 20: 7. gin kalsiyum boyamasi 13. gruba ait bir drnek



Resim 21: 14. gin kalsiyum boyamasi kontrol grubuna ait bir érnek

Resim 22: 14. guin kalsiyum boyamasi 13. gruba ait bir 6rnek



Resim 23: 21. glin kalsiyum boyamasi kontrol grubuna ait bir 6rnek

Resim 24: 21. glin kalsiyum boyamasi Grup 13' e ait bir ek



89

TARTISMA:

Lazer teknolojisi, ginumuzde dis hekimligi alaninda siklikla kullanilir hale
gelmistir. Lazer uygulamalarinin ktk kanal tedavilerinde konvansiyonel yontemlerle
birlikte kullaniimasinin pek cok fayda saglayabilecegi birgok arastirmaci tarafindan kabul
edilmektedir. Bu amagla, kdk kanallarn igerisine rahatlikla girebilen ince fiber optik iletim

sistemleriyle ézellikle Nd:YAG lazerler tercih edilmektedir.

Bu tez g¢aligmasinda, farkli amaglaria kok kanallari icerisinde kullanilan
Nd:YAG lazerlerin, periapikal bélgedeki alveoler kemik dokuda, hicresel boyutta

meydana getirebilecedi degisiklikler htcre kulturla yontemleri kullanilarak arastiriimigtir.

Degisik tipteki lazerlerin kok kanal sistemleri Uzerindeki etkileriyle ilgili
pek cok aragtirma yapilmig olmasina karsin, bu lazerlerin hiicresel dizeyde meydana
getirdigi morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle ilgili cok az bilgi mevcuitur. Bu etkilerin
in vivo yerine, hiicre kulturleri kullanilarak in vitro olarak degerlendiriimesi standart deney
islemlerinin gergeklestirilebilmesi, kisa sirede sonug alinabilmesi, deney maliyetlerinin

daha dusiuk olmasi ve sayisal degerler elde edilebilmesi gibi avantajlar saglamaktadir

129,130,131

Hayvan deneyleri dis hekimlifinde kullanilan pek cok maddeye kargi
biyolojik cevabin belilenmesinde siklikla kullaniimaktadir. Ancak guvenilir ve belirgin
sonuclar elde edilebilmesi icin ¢ok sayida hayvan kullaniimasi gerekmektedir. Bunun
yaninda bu tur in vivo modellerde elde edilen sonuglarin yorumlanmasi gugtar, ¢cunka
vilcutta bu sonuglan etkileyebilecek pek cok dedisken ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
degiskenlerin standart sartlar altinda kontrol edilebilmesi imkansizdir. Bunun yaninda
hucre kultar sistemleriyle standart bir deney ortaminin saglanmasi yalnizca denenen

materyale veya yénteme hicrenin verdigi cevabin élgllebilmesi avantajini saglamaktadir

132
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Temelde hiicre ve doku kaltira igin ¢ ydéntem mevcuttur. E§er bir doku
eksplanti kontrolsiiz sekilde Gremeye birakilirsa bu yénteme ‘doku kultGrl’ denir. Pek gok
doku tipi iceren doku eksplantindaki bir parganin kontrolsiiz proliferasyonuna ‘organ
kilturd® denmektedir. E§er yalnizca bir tip hicrenin proliferasyonuna izin verebilecek bir
diuzenek saglaniyorsa buna ‘hlucre kilttr(’’ denmektedir. Organ kilttr sistemleri in vivo
kosullara en vyakin olmasina karsin, bu sistemin kompleks olmasi sebebiyle
biyouyumluluk calismalarinda pek tercih ediimemektedir. Bu nedenle calismamizda

organ kultorh yerine hicre kiltir ydntemlerini kullanmay tercih ettik.

Bental materyallerin ¢alisiimasinda bugiine kadar pek ¢ok hicre tipi
kulaniimistir. Biyomateryaller calisilirken segilen hticre zincirinin 6zellikleri ve devamli
hlcre hatti mi yoksa primer hiicreyle mi galigmanin daha anlamii sonuglar verecedi hala
tartisiimaktadir. Primer osteoblast hucreleri kikirdak, kemik iligi, kemik gibi pek ¢ok farkli
dokudan elde edilebilmektedir. Insan osteoblastlari, fare kemik hicreleri, civciv
embriyonik hicreleri, fotal sigir osteoblastlar diploid kromozoma sahiptir ve primer
osteoblast hicreleri olarak kabul edilir. Cok yavas Greme gésterirler. Bu hiicreler belirli bir
yasam slresine sahiptirler. Primer insan hiicre kultlr sistemleri her zaman gogaltilabilir
sonuglar vermemektedir. Bu, her izolasyondan elde edilen hicrelerin fenotipik
belirteglerinde farkhliklar olmasina ve zamania kultiriin osteoblastik fenotipindeki kayba

baghdir.

Diger taraftan devamli hiicre hatlari, aneuploid kromozoma sahiptir, hizli
Urer ve dogru olarak pasagjlandiklarinda ¢ok uzun slreler yasatilabilirier. Elde edilmesi
primer olanlara goére daha kolaydir. Cok uzun bir dénem boyunca bile fenotipik
Ozelliklerinde bir kayip s6z konusu degildir. Yani devamli hucre hatlari ile calismak primer

hiicre kaltarlerine gore daha hizli sonug verir.

Bazi arastirmacilar diploid hicrelerin aneuploid hiicrelere gére farkii

sonuglar verdigini bildirmis olmalarina kargin buna dair kesin kanitlar yoktur. Deney
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sonuglarinin ortaya ¢ikmasinda, deney metodu ¢ok énemli rol oynamaktadir. Bu nedenle
calismalarin sonuglar arasinda herhangi bir kargilagtirma yapilacaginda calismalar

arasindaki metot fark: mutlaka g6z éniinde bulundurulmalidir.

Hoicre kiltirhd caligmalar yapilirken, hangi hicre tipinin  secilmesi
gerektigiyle ilgili genel bir dodru cevap yoktur. Diploid hicrelerin  kullaniimasi
laboratuvarlar arasi karsilastinimalarin  yapiimasinda giglukler ¢ikarmaktadir. Bu
karsilastirilmalarin yapilmasi, butin dinyada kullanilabilecek devamh hicre hatlarinin

kullaniimasiyla daha kolaydir ",

Kemik dokuyla ilgili yapilan in vitro aragtirmalarin, ézellikle biyouyumluluk
aragtirmalarinin  pek c¢odunda insan kaynakll olmayan primer hucre Kkultarieri
kullaniimaktadir. Ancak farkli bir tlre ait doku veya hicre kudlturt kullamidiginda
osteoblastik hacrelerin  karakterizasyonunda ve bu hicreye ait 6zel belirteclerin
tanimlanmasinda bazi farklilklar ortaya gikmaktadir. Insan kaynakli primer kemik
hucrelerinin - Oretilmeleri ve uzun donemli arastirmalarin bu hicreler {zerinde
gerceklestiriimeleri pek mumkin olmadigindan, bu tor arastirmalarda insan kaynakli

primer htcreler yerine devamii hicre hatlarinin kullaniimasi énerilmektedir .

Carvalho ve arkadaslari’®, ortodontik nedenlerle uygulanan mekanik
kuvvetin kemik iizerindeki etkilerini degerlendirmek icin yaptiklan arastirmalarinda
transforme osteosarkom hicre hatti (TE-85) kullanmiglar ve bu osteoblastlarin kemik
remodelinginin formatif ve rezorbtif fazini taklit edebildigini ve bu nedenle kolaylikla
gretilen ve osteoblastik fenotip gdsteren homojen bir hiicre modelinin kullaniimasinin

uygun oldugunu bildirmiglerdir.

Ree ve arkadastan'*nin yaptiklar calismada fare kalvariasindan
elde edilmis primer osteoblast hiicreleri ve osteoblast benzeri devaml hicre hath
MC3T3-E1 poli(metil metakrilat)/silica hibrid iceren kalsiyum tuzlarina tabi tutulmus,

hicrelerin proliferasyonu ve diferansiyasyonu, SEM, MTT ve ALP aktivitelerinin
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Olcumleriyle degerlendirilmistir. Bu ¢calismada her iki hiicreden de benzer sonuglar elde

edilmistir.

Zhang ve arkadaslan'™’ implant materyalleri Uzerine TGF-B,
uygulamasinin insan osteoblastlarinin in vitro mineralizasyonu (zerine olan etkilerini
inceledikleri calismalarinda htcre kaltir modeli olarak primer insan osteoblast: ve insan
osteoblast benzeri devamli hicre hattt Saocs-2'yi kullanmiglar ve c¢alismalarinin

sonucunda iki hiicre kliltGrl arasinda fark gézlenmedigini bildirmiglerdir.

Abdullah ve arkadaslan'® restoratif materyal olan gelistirilmis Portland
¢imentosunun iki farkli seklinin biyouyumluluklarini degerlendirdikleri caligmalarinda
Saos-2 insan osteoblast benzeri devamli hiucre hattini kullanmiglardir.  Portland
cimentosunun farkli bir ¢esidi olan MTA'nin biyouyumlulugunun degerlendirildigi diger
calismalarda MG-63 devamli hiucre hatti kullaniimasina kargin calismalarinda Saocs-2
kullanmalarinin nedenini MG-63 hucrelerinin Saos-2 hicreleri ile kiyaslandiginda olgun

osteoblastlarin karakterlerine daha az sahip olmalarina baglamiglardir.

Ahmad ve arkadaslan'® da implant materyalleri izerinde insan
osteoblast benzeri hucrelerin mineralizasyonunu inceledikleri calismalarinda Saos-2
insan osteoblast benzeri hticre hattini kullanmiglar ve bunun nedenini, hicrenin kuitar
ortaminda mineralize olabilmesi ve osteoblastik belirtecler bakimindan iyi karakterize

edilebilmesi olarak bildirmislerdir.

Saos-2 hiicreleri insan osteosarkoma devamli hiicre hattidir. Bu hacreler
kemik belirteglerini yilksek seviyelerde gostermeleri nedeniyle insan osteoblastlarina ¢ok
benzemektedir. Hicreler in vivo olarak implante edildiklerinde kemik olugturabilmekte ve

uzun donem kulturlerde in vitro olarak mineralize matriks olugturabilmektedirler.

Biz de ¢alismamizda ATCC'den temin edilen Saos-2 insan osteosarkom

devamli hiicre hattini kullandik ve calismanin sonucunda bu hiicrelerin osteoblastik
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kemik belirtegleri olan ALP ve Osteokalsin {retimlerinin oldugunu, bunun htcrenin
fenotipik ozelliklerini yansithigini gézlemledik. Bunun yaninda hiicrelerde, kultlr ortami
icerisinde matriks mineralizasyonu da gerek kontrol gézlerinde gerekse deney gozlerinde

farkli zamanlarda da olsa goziemledik.

Calismamizda hiicresel artig ve canlilik, Mossman'’in tammladigr MTT
metoduyla degerlendiriimigti. MTT degerlendirmesi hicre artig), canlihg  ve
sitotoksisitesinin élciilmesi icin kantitatif kolorometrik bir degerlendirmedir. Degerlendirme
sari tetrazolyum tuzunun MTT [ 3-(4,6 dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolyum bromid]
halkastinin mor renkli formazan kristallerine dénismesine dayanmaktadir. Reaksiyon
mitokondrial suksinil dehidrogenaz tarafindan katalize edilmektedir. MTT y&ntemi
sonucunda meydana gelen renkli formazan halkasi yalnizca aktif mitokondriada meydana
geldiginden bu reaksiyon yalnizca canli hicrelerde olusmaktadir *'. Kulttrdeki metabolik
olarak aktif hucrelerin sayisiyla direk baglantili olarak boyanin konsantrasyonu ve
abzorbans degerleri degismektedir. Buytk sayilardaki hacre kultirlerinde canhi hicre
oraninin belirlenmesinde hizli, givenilir ve kolay bir yontemdir. MTT degerlendirmeleri
bluyume déngustnin herhangi bir asamasindaki canli hicre yogunlugu hakkinda fikir
verir. Bu yodntemin avantajlari kolay, hizli olmasi ve giivenilir sonuglar vermesidir.
Tetrazolyum tuzu MTT'nin, hicresel enzimlerle azalmasi ilag ve biyomateyallerin
sitotoksisitelerinin degerlendirimesinde™?, hicre canliligi ve ¢ogalmasinin élgiminde

siklikla kullaniimaktadir 41143144

Hicresel artis ve canliligin élgiimesi amaciyla bugine kadar hicre
sayimi, *H-timidin gibi yontemler kullanilmistir. Béltinen htcrelerde *H-timidin ve MTT
degerlendirmeleri benzer sonuglar vermektedir. Ayrica bu yontemde *H-timidin

yonteminde oldugu gibi oldukga pahali olan radyoizotoplara gerek yoktur ™.

Hicre sayimi yonteminde hicrelerin tripsinize edilerek hicre kaltur

plaklarindan kaldiriimasi gerekmektedir. Bizim daha o6nce yaptidimiz ve kompozit
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rezinlerin fibroblastlar (izerindeki sitotoksisitelerini degerlendirdigimiz bir 6n galismada,
MTT metodu ve hiicre sayimini kargilagtirdik. Ozellikle 96 g6zli hiicre kiltur plaklarinda
tripsinizasyondan sonra, hicrelerin gézlerden tam olarak toplanamadigini, hucreler
toplandiktan sonra bile faz kontrast mikroskopta yapilan incelemede gézlerde canli

hicrelerin kaldigim géziemiedik.

Zhu ve arkadaslan'®  insan osteoblastlarnin  kék ucu dolgu
materyallerine tutunmalarini inceledikleri galismalarinda insan osteoblast benzeri devamii
hticre hatti Saos-2'yi kullanmiglar. Bu ¢aligmada osteoblastlarin MTA, kompozit rezin ,
IRM ve amalgama tutunmasini SEM ile incelemiglerdir. Hiicresel tutunma ve yayilmanin

hicresel fonksiyonun baslangi¢ fazi oldugunu bildirmiglerdir.

Bizim galismamizin sonuglarina goére hicreler hicre kaltar plaklarinin
tabanina yaklasik 3. gunde tutunmaya bagladi. Morfolojik incelemelerde huicrelerin 7.
gunde kultar plakiarinin  tabanini kapladiyi daha sonraki inceleme periodlarinda
hucrelerde dokulmelerin olusmaya bagladigi izlendi. 14. ginde yapilan faz kontrast doku
mikroskobu incelemelerinde hucrelerde dékiimelerin olusmaya basladi§i ve 21. gunde
bu dokulmelerin artti§i izlendi. Ayni sekilde, MTT abzorbans degerleri tum gtizlerde en
yuksek degerlerine 7. glinde ulagmis daha sonra bu abzorbans dederlerinde bir dusis
meydana gelmigtir. Bu bulgular faz kontrast mikroskop kullanilarak yapilan morfolojik
incelemelerin bulgularliyla uyumludur. Sacs-2 osteoblast benzeri devamlt hiicre hatti
tabana tutunarak buyiiyen htcreler oldudundan hicrelerdeki bu dokiulmeler kontak
inhibisyon ve hicresel yaslanmaya bagli olarak hicre canliiginin  azaldigini

gdstermektedir.

Osteoblastik diferansiyasyon belirteci olarak kullanilan iki tipik parametre,
spesifik alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin Uretimidir. Genelde, matriksi mineralize
olmayan fibroblast gibi hiicrelere goére, osteoblastiar yiksek alkalen fosfataz seviyeleri

gosterirler. Bu hiicreler enzim yéniinden zengin enzim kesecikleri olustururlar. Alkalen
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fosfataz rolatif olarak erken bir diferansiyasyon belirtecidir. Yaklasik ayni dénemde,
hucreler osteokalsin mRNA (lretmeye baslarlar ve bu protein, kemigin mineral fazina

baglanir 148147148

ALP kemik metabolizmasiyla ve osteoblast diferansiyasyonuyla baglantil
oldugu bilinen bir enzimdir. ALP aktivitesi, osteoblast diferansiyasyonu ve osteojenik

ozelligin belirlenmesinde en sik kullanilan parametredir **°.

Genelde osteokalsin {retiminin  hiicre diferansiyasyonundan sonra

meydana geldidi ve bunu mineralizasyonun takip ettigi duginiimektedir.

Biz de galismamizda hicresel karakterizasyonu belirlemek igin ALP ve

osteokalsin tlcimlerini degerlendirdik.

Hucresel diferansiyasyonun osteoblastik yolda ilerlemesi, kemikle
baglantili matriks proteinleri ve enzim aktiviteleriyle agiklanabilir. Kollejen Tip | en erken
ortaya cikan matriks proteini olmasina ragmen kemige 6zgun degildir. Alkalen fosfataz,
biatin dunyada genel olarak kabul edilmis kemik matriks enzimidir ve baglamig

osteogenezin analizi igin siklikla kullaniimaktadir '*°.

Osteokalsin kemik matriks proteinidir ve diferansiye osteoblastlarin
biyokimyasal belirteci olarak kullaniimaktadir '*°. Osteoblastik ve fibroblastik fenotipler
osteokalsin Uretebilmeleri ve in vitro olarak mineralize olabilmeleriyle birbirlerinden
ayrihirlar. Osteoblastlar hiicre kultari ortaminda osteokalsin Uretebilir ve mineralize

olabilirler '°'.

Osteokalsin karboksi glutamik asit iceren protein olarak bilinmektedir,
kemigin nonkollejen proteinidir. Osteokalsin kemik metabolizmasi ve déngist icin
biyokimyasal bir belirtectir ve kemikteki metabolik hastaliklarin belirlenmesinde siklikla
kullaniimaktadir. Osteokalsin ekspresyonu, biyllyen kemiklerde en yiksek seviyesindedir

ve bunun mineralizasyonda gelistirici bir rolt oldugu dusuntimektedir '*.
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ALP erken donemde belirlenebilir bir kemik belirtecidir ve kemik
mineralizasyonunda ¢nemli rol oynamaktadir. Osteckalsin, mineralize olmus olgun
matrikste daha ge¢ dénemde ortaya cikmakta ve kemigin yeniden yapilanmasinda rol

oynadig dusuntimektedir'’.

Osteckalsin kemik olugumu igin gerekli bir belirtectir. Osteokalsin kemigin
total nonkollejen proteinlerinin %20'sini olusturmaktadir ve kemige 6zgu bir proteindir. Ug
karboksi glutamik asit icermektedir ve bu konfigirasyon hidroksiapatit olugumu igin
gereklidir. Bunun kemik olugsumu ve osteoblast fonksiyonu olan mineral olgunlagmasi igin

sinyal oldugu kabul edilmektedir '*.

Osteokalsin varli§l, kemik déngustntn baslatiimasi icin sinyal olabilir.
Osteokalsin, matur ve tamamen olugmus mineralize matrikste bulunur. In vivo ve in vitro
osteokalsin kemigin diger belirteclerine gére daha ge¢ donemierde meydana gelmektedir

ve kemigin yeniden yapilanmasinda rol oynar "*.

Li ve arkadaslan™' ultrason uygulamalarinin kemik olusumu ve
rezorbsiyonu (zerine etkilerini inceledikleri calismalarinda erken osteoblast belirteci

olarak ALP aktivitesini incelemiglerdir.

® insan osteoblastiari Uzerinde MTA'nin etkilerini

Koh ve arkadaglar’®
inceledikleri calismalarinda MG63 osteoblastlarini kullanmislar, bu hlcreleri MTA Uzerine
yerlesgtirdikten sonra osteokalsin Gretimi ve ALP aktivitesini degerlendirmislerdir.
Osteokalsin GOretimi, MTA kullaniidiginda 3.8 + 0.87 ng/mL'den 19.7 + 2.8ng/mlL'ye

ctkmigtir.  Kargilastirma grubu olan PMA (polimetiimetakrilat) ile osteokalsin

dlctlememistir.

Aparicio ve arkadaslar' da iki hastadan elde ettikleri primer insan
osteoblast hiicreleri (izerinde vyaptiklari caligmalarinda hiicre diferansiyasyonunu

belirlemek icin ALP akfivitesini dlcmaslerdir.
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Scotchford ve arkadaslari'™ kollejen-PVA(polivinil alkol) biyoyapay
polimerlere osteoblastiarin verdigi cevabi inceledikleri caligmalarinda hiicre klltird olarak
femoral kemikten ¢ikartilan trabekiler kemik fragmanlarindan elde edilen primer hicre
kultard  kullanmiglardir. Bu  hicrelerin  fenotipik  karakterlerini  belirlemek i¢in  ALP

aktiviteleri ve osteokalsin Gretimlerini incelemiglerdir.

Oliva ve arkadaglar' cam iyonomer simaniarin biyouyumiulugunu
inceledikleri ¢alismalarinda primer insan osteoblast hucrelerini kullanmig ve osteokalsin
seviyelerini radioimmunoassay yontemiyle incelemigierdir. Osteoblast fenotipinin
belirlenmesinde alkalen fosfataz aktivitesi ve non kollejen protein olan osteokalsin
seviyesinin incelenmesi gerektigini vurgulamiglardir. Osteokalsinin, majér non-kollejen
kemik proteini oldujunu ve osteoblasta ©6zgl bilinen tek polipeptit oldugunu

belirtmislerdir.

Kurachi ve arkadaslan'® osteoblastik htcreler Uzerinde titanyum
ylzeylerin etkilerini inceledikleri in vitro caligsmalarinda, MC3T3-E1 osteoblast devamii
hicre kultara kullanrmis ve fenctipik belirteg enzim olarak

ALP aktiviesini 6lgmuslerdir.

Dalby ve arkadaglar™® hidroksi apaptit —poly(metiimetakrilat) siman
yuzeyine osteoblast hicrelerinin tutunmasini inceledikleri calismalarinda, hiicre fenotipini
ALP seviyesi oOlcumleriyle incelemiglerdir. Bu calismanin sonucunda hicre
proliferasyonuyla baglantili olarak ALP seviyesinde artis oldugu tespit edilmigtir. Bunun
normal osteoblast proliferasyonu ve fenotipik aktivitesiyle uyumlu oldugunu bildirmiglerdir.
Bizim calismamizin sonuglarina gére de ALP ve osteokalsin gibi fenotipik enzim ve non-

kollejen protein miktarlarindaki artig hticre proliferasyonunu takip etmektedir.

Yao ve arkada§larl158 yaptiklan ¢alismada, kollejen, ALP ve osteokalsin
mRNA'nin mineralize nodill formasyonundan once gézlendidini ancak osteokalsinin

kemik dokunun baslangi¢ olusumunda gézlenmedigini bildirmiglerdir.
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Snyder ve arkadaslan'® kok perforasyonlarinda kullanilan materyallerin
osteoblastik hiicrelerdeki etkilerini inceledikleri calismalarinda devamli hiicre kultari ROS
17/2.8' kullanmisglardir. Bu g¢alismada non-kollejen protein olan osteopontin ve
osteokalsinin mMRNA seviyeleri incelenmistir. Test edilen materyallerden yalnizca Cavit-
G’nin osteokalsin mMRNA seviyesini belirgin olarak arttirdi§i ve bu maddenin pozitif
osteoblastik etkisi oldugunu belirtmislerdir. Osteokalsinin, hiicrenin osteoblastik fenotipini

gdsteren geg belirteci cldugunu bildirmislerdir.

Morais ve arkadaslar' calismalarinda tavsan kemiklerinden elde
edilmis primer osteoblast hicre kultirt kullanmiglardir. Bu galigmada kontrol sartlarinda
htcreler inktbasyon stresince prolifere olmuslar ve 21 gunitk stre sonunda durgunluk
fazina girmiglerdir. Kultorler yiksek seviyelerde ALP aktivitesi géstermigler ve en yuksek
seviyelerine 14. gun civarinda ulasmiglardir. Bundan sonra enzim seviyesi belirgin olarak
dusmaustar. Mineral depolarinin olusumu, en yiksek ALP aktivitesini takip edecek sekilde
3. haftada meydana gelmisti,. Bu calismada osteoblast diferansiyasyonunu
belirginlestirmek icin askorbik asit, B-gliserofosfat ve dekzametazon kullanmislar. Bizim
yaptigimiz calismada bu maddeler kullaniimamakla beraber, aldidimiz sonuglar
benzerdir. Osteojenik hiicre sistemleri Uzerinde yapilan calismalar, osteoprogenitor
hticrelerin, preosteoblastlara, olgun osteoblastlara ve daha sonra osteosit hicrelerine
diferansiye oldugu yonundeki bilgileri desteklemektedir. ALP aktivitesi, hucreler
osteoblastlara donustugiinde mevcuttur ve kemik hiicre populasyonunda spesifik ALP
aktivitesi arttiginda hicrelerin daha diferansiye bir konuma gegtigi genel olarak kabul
edilmektedir. ALP matriks mineralizasyonunun baglatiimasinda kritik bir rol oynamaktadir
ve bundan sonra enzim seviyesi dismektedir. Sonuclarimiz bu bulgularla da ayni

dogrultudadir.

Ohbayashi ve arkadaslan' insan dis pulpasi fibroblastiar izerinde lazer
uygulamasinin etkilerini inceledikleri caligmalarinda, osteokalsin Uretimini piyasada

bulunan bir kit yardimtyla incelemigler ve 18. giin civarinda osteokalsin Uretiminin pik
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yaptigini goéstermiglerdir. Ayni calismada ALP aktivitesi 15. gUn civarinda artig
gostermistir. Bu c¢alismada biositimllatér etkisi oldugu sbéylenen GaAlAr lazer
kullaniimigtir. Galismanin sonucunda dusitk gucte lazer uygulamasinin insan dis pulpasi
hucrelerinde kalsifiye noddl olusumunu uyardigi ve bu hiicreleri dentinogenez yéniinde
diferansiye ettigi bildiriimigtir. Bizim ¢aligmamizin sonuclarina gére de ALP aktivitesi 14.
glnde, osteokalsin aktivitesi ise 21. glinde en ylksek seviyesine ulagmistir. Bu bulgular

149

Morais ve arkadaglarinin'* ve Ohbayashi ve arkadaglarinin bulgulartyla uyumiudur.

Biz de galismamizda ALP igin en yuksek dederleri 14. ginde yani MTT ile
elde edilen bulgulara gére proliferasyon fazindan, yani 7 gunlik perioddan sonraki
gézlem doéneminde tespit ettik. Bu bulgu, osteoblast diferansiyasyonu ve
karakterizasyonuna uygundur. Yani hucreler proliferasyon fazini tamamiadiklarinda
diferansiye olmaya baglamislardir. Osteokalsin ise 7 ve 14 gunluk dénemlerde &lgim
degerlerinin en alt sinin olan 0.01 ng/ml degderierinin altinda kaldi. Ancak 21. gunde,
hucrelerde osteokalsin tespit edilebildi. Bu bulgu osteokalsinin kemik clusumunun gecg
belirteclerinden oldugu yonindeki tespitlerle uyumludur. Bunun yaninda ALP ve
osteokalsin dederleri MTT metoduyla elde edilen degerlerle uyumiudur. Yani canliliin

daha fazla oldugu gozlerdeki ALP ve ostokalsin miktarlar) da daha fazladir.

Bu bulgulara gére, lazer uygulamasini takip eden ilk 7 giinlik dénemde
hucrelerde sayica bir artis meydana geldi. Bu dénemde hiicrelerde ALP aktivitesi de
mevcuttu. Ancak inkUbasyon periodunun 14. guntnde bu ALP aktivitesi en yluksek
seviyesine ¢ikti, hiicresel artig ve canlilik dederlerinde ise bir miktar disus izlendi. 7 ve
14. gunlerde hicrelerde osteokalsin miktarlari dlgiilemedi. Inkibasyon periodunun 21.
gununde hicrelerin ¢coalma ve canliliklari en dustk seviyedeyken, ALP aktivitesi de
dagmeye bagladi. Osteokalsin miktarlar ise tespit edilebilen miktarlara yukseldi. Bu
osteokalsinin, osteoblast hiicrelerinin ge¢ belirteci oldugu yénundeki bilgilerle uyumlu bir

sonugtur ve osteckalsinin ALP aktivitesinin artigin takip ettigi stylenebilir. Daha uzun
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inkilbasyon dénemlerinde hiicrelerdeki osteokalsin  miktarinin  artig  g6sterip

gstermeyecegine dair ¢aligmalar yapiimalidir.

Cesitli lazer sistemlerinin hicre kulttrleri Gzerindeki etkilerini inceleyen

calismalar mevcuttur.

Dusuk gugteki lazer tedavisi (LLLT) pek gok klinik uygulamada popllarite
kazanmaya baslamigtir. Distk enerjili lazer 1s1inin yara iyilesmesini hizlandirdigi ve
enflamasyonu azaltici etkisi oldugu bildiriimektedir. Ancak dustik seviyedeki lazer

radyasyonuyla ortaya ¢ikan biyokimyasal reaksiyonlar tam olarak agiklanamamaktadir.

Klinik uygulamalarda ya da hayvan deneylerinde doku yenilenmesiyle
ilgili operatif degiskenlerin ¢lctimesinin guclugu, lazer biyolojisi hakkinda temel hiicresel
aragtirmalan zorunlu kiimaktadir. Dusik giicteki lazer enerjisinin DNA sentezini arttirdi,
kollejen ve prokollejen miktarini arttirdi§i, proliferasyon oraninda artisa neden oldugu
bildirilmigtir. Lazer-htcre etkilegiminin tam mekanizmasi kesin olarak bilinememektedir.
Hucresel etkilerin lazer 1gininin molekiler emilimiyle olustugu dustuntulmektedir. Ancak
hicreler Uzerindeki lazer etkilerinin dalga boyu ve doza bagiml oldugu genel olarak kabul

edilmektedir.

190 809 nm diyod lazer kullandiklari galismalarinda

Kreisler ve arkadaslari
fiber optik kabloyu oral fibroblast hlcre kiltarleri Uzerine 9 mm mesafeden
uygulamiglardir. Bu calismanin sonuclarinda elde edilen bulgular, 809 nm dustk glcteki

lazer 1g1§Inin insan gingival fibroblastlarinin proliferasyonu tizerinde aktive edici etkisi

oldugunu gdstermektedir.

Kreisler ve arkadaslari™®' yaptiklan diger bir arastirmada, 809 nm diode
lazer kullanmig ve fiber optik kabloyu hucre kilitrlerine 0.5 mm mesafeden
uygulamiglardir.  Calismalarinin  sonuglarina goére, ylksek ayarlardaki lazer

uygulamalarinin, hiicre sayilarinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
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Chen ve arkada§lar|162, Nd:YAG lazerin periodontal yenilenme Uzerindeki
etkilerini kilture ediimig insan gingival fibroblastlari (izerinde degerlendirmiglerdir. Bu
arastirmacilar lazeri 10 saniye sureyle, 100 ila 150 mj ve 10 ila 30 pps deferlerinde
uygulamiglardir. Lazer, hicre kiitirine kontakli veya 2mm uzakliktan uygulanmistir.
Hacrelerde olusan sitomorfolojik dedisiklikler SEM ile hucrelerin canliik oranlanndaki
degigiklikler MTT metodu kullanilarak incelenmigtir. Calismanin sonuglarina gére 2mm
uzakliktan 150 mj, 20 pps ve 10 saniye lazer uygulamasinin hucre kalturantn canhhgini
belirgin oranda azaltmadi§ini gézlemlemiglerdir. Gug ayarlari 150 mj, 30 pps ve 10
saniye olarak belirlendiginde SEM fotografiarinda hiicrelerin vakuolize oldugunu, organik
molekdllerin tamamen harab oldugunu bildirmislerdir. SEM incelemeleri hiicre hasarinin
derecesinin lazer ¢ikis gucune bagl olarak degistigini gostermektedir. Bu calismada
hticre kultur gézlerinde olugan 1s1 miktarlari élgtimemis olmasina karsin bu bulgunun isi
artisiyla paralel oldugu dusuntlmektedir. Ayrica bu calismada lazer uygulanmasindan
sonra hucrelerde meydana gelen hasarin geriye dénusumltu olup olmadigi incelenmemis,
hicreler lazer uygulamasindan hemen sonra incelemeye tabi tutulmustur. Biz
calismamizda lazer uygulamasindan sonra hicreleri 7, 14 ve 21 gunluk goézlem
dénemlerinde inceledik. Bu donemlerde ve bu dénemler arasinda faz kontrast
mikroskopta gin asin yaptiimiz morfolojik incelemelerde hicrelerde belirgin  bir
dejenerasyon izlemedik. 14 ginlik gbézlem déneminden sonra meydana gelen hicresel
doékulmeler, osteoblast hiicrelerinin tabana tutunarak buylyen hucreler olmasindan
kaynakli kontak inhibisyon nedeniyle meydana geldi. Bu bulgu hiicresel artisin daha az
oldugu gbézlerde, daha az hiicre dokilmesi olmasiyla desteklenmektedir. 21. ginde

hicrede meydana gelen degisiklikler ise hlicrenin yaglanmasiyla ilgilidir.

Gutknecht ve arkadaslan'® Nd:YAG lazerin tek tabaka hucre kiitirleri
Gzerindeki etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda 30 ila 120 mj atim enerjisinde, 20 ila 100
Hz atim oraninda, 1,5 ila 3.0 W gii¢ ¢cikisiyla 10 ila 60 sn sureyle 200 um gapli fiber optik

kabloyla Nd:YAG lazer uygulamisiardir. Calismalarinin sonuclarina gére termal hasar
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alani hasar olmayan alandan kolaylikla ayirt edilebilmekteydi. Bazi gi¢ ayarlarinda kisa
sureli uygulamalarda termal hasar goézlenmezken, slre arttinldiinda termal hasar
olugtugunu bildirmiglerdir. Termal hasar olan ve olmayan bélge arasindaki sinirin gok
keskin olmasi sonucunda, Nd:YAG lazerin mikrometre seviyelerinde g¢alisiimasina imkan
verecegini bildirmislerdir. 100 mj atim enerjisi, 20 Hz atim orani, 2.0 W c¢ikis guci, 30
saniye lazer uygulamasi yalnizca DNA metabolizmasi ve hicre bélinme oranlarinda bir
inhibisyon meydana getirdiginden ancak sitomorfolojide dejeneratif bir degisiklik
olusturmadidindan sinir ayar olarak kabul edilmistir. Bu ayarda bile hicrelerin ancak
%70'i boyanmig ve hicresel aktiviteleri blyluk oranda azalmistir. Bu bulgu, lazer isininin
hucrenin morfolojik goriintustinde bir degisiklik meydana getirmeden hucre ici aktiviteleri
etkiledigi sonucunu meydana cikarmaktadir. Sinir ayarlara dahil olmayan ayarlar daha
farkh degisiklikler meydana getirmektedir. Vital ve piknotik hacreler arasindaki sinir, 30
mj, 80 Hz, 2.4 W, 30 sn lazer uygulamasindan sonra daha keskindir. Bu ayar 4 mm capli
daha keskin sinirli bir lazer inhibisyon alani meydana getirmektedir. 120 mj, 20 Hz, 2.4W,

40 sn ayarlar tek tabaka hicre kiltrlerinde tamamen nekroza neden olmaktadir.

Bu sonuglar gu¢ ayarlarina bagli olarak meydana gelen isi artisi kaynakli
olabilir. Biz hucrelerimizde, morfolojik incelemeler sonucunda cok biyUk dejeneratif
degisiklikler tespit etmedik. Ancak lazer gli¢ seviyeleri arttinldikga gerek hticre canhhgi ve
proliferasyonunda, gerekse ALP akfivitesi ve osteokalsin miktarlarinda gézlemlenen
dustsler atim enerjisi ve atim oraninin arttinlmasinin hicreler tzerinde negatif etkiler
meydana getirdidini gdstermektedir. Her ne kadar hiicre kiltir gézlerinde olusan isi
artiglan élgilmemis olsa da bunun lazerin termal etkileri sonucunda meydana geldigini

diginmekteyiz.

Falwaczny ve arkadaslar'™ Nd:YAG lazerin kok kanall icerisindeki
antibakteriyel etkilerini inceledikleri caligmalarinda, kdk kanallarindaki bakteriyel azalma
yaninda kék kanallari igerisinde olugan isi artigini da degerlendirmislerdir. Bu caligmanin

sonuclarina gére 100 mj, 20 pps, ve 20 sn uygulama sonrasinda ortalama 24.3 °C(+3.9)
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ve 200 mj, 20 pps, 20sn uygulamayla 61.8 °C(+4.2) 1s1 artisi olusmustur. Ayni calismada

100 mj, 20 pps, 10 sn uygulandiginda isi artigi 11.3°C olarak bildirilmigtir.

Bahcall ve arkadaslar '® 1992 yilinda képek digleri tzerinde yaptiklari
bir caligmada 120 mj, 25 pps, 30 sn (3.0 W) Nd:YAG lazer uygulamasinin periapikal
alanda ankiloz ve semental lizise neden oldugunu géstermiglerdir. Bunun zith olarak
Ramskold ve arkadaslan "® cekilmis digler tizerinde yaptiklari bir aragtirmada 60 mj, 50
pps, 15 saniye (3.0 W) Nd:YAG lazer uygulamasinin kék ylzeyinde yalnizca 6.1 °C’lik bir
11 artisina sebep oldugunu bildirmigler ve bunun Khan '® ve arkadaslarinin bildirdigi gibi

periodontal ligaman igin giivenli oldugunu bulmuslardir.

Lan ' kok kanali icerisinde Nd:YAG lazer uygulamasi sirasinda kok
ylzeyinde olusan i1si artisini degerlendirdikleri galigmalarinda, 60, 80, 100, 150 ve 200 mj
atim enerjisi ile 20, 25 ve 30 pps atim oranlarinin kombinasyonlarini kullanmislardir.
Calismalarinin sonuclarina goére 20 pps atim oraninda 60, 80 ve 100 mj'de 1sI artisi
10°C'yi gecmemektedir. 25 pps atim oraninda 150, 200 ve bazi 100 mj gruplarninda isi
artisi 10°C'yi gecmektedir. 30 pps atim oraninda 60 mj ve bazi 80 mj 6rneklerinin
disindaki buttn érneklerde is1 artisi 10°C'yi gecmektedir. Bu galigmada kullanilan tsil ug
37°C’lik su banyosundan, yapigkan mumla izole edildijinden elde edilen sonuglar, in vivo
kosullarda kok ylzeyinde meydana gelebilecek 1sidan daha fazladir. Bu g¢aligmanin
sonuglarina gore Nd:YAG lazer kok kanalinda 100 mj, 20 pps ve 15 saniyeden daha
dasuk guc ayarlarinda uygulandiinda kék ytzeyinde olusan isi1 10°C'yi gegmemektedir.
Lazer uygulama suresini diisirmek, 1s1 olusumunu azaltmak igin bir dijer yéntem olarak

ileri strtlmugtar.

Eriksson ve Alberktsson'®, kemik hasar icin kritik 1si derecesinin 47°C

yani normal viicut 1sisindan yalnizca 10°C fazla oldugunu bildirmiglerdir.

Bizim galismamizin sonuglarina gére en yiksek MTT, ALP ve osteokalsin

seviyeleri HeNe lazer uygulamasiyla elde ediimistir. Bunun yaninda 20mj, 10 pps, 10
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saniye lazer uygulamasinin (Grup1) MTT, ALP ve osteokalsin seviyeleri HeNe lazerden
daha az ancak kontrol grubundan daha yiiksektir. Bu diigik giglerde lazer uygulamasinin
hucresel proliferasyonu ve hicre igi aktiviteleri arttirdigi yénundeki bulgularta uyumludur.
Bu glic seviyeleri disindaki ayarlar hicresel canlilik ve aktivitede bir azalma meydana

getirmektedir.

7. giinde yapilan MTT degerlendirmelerinin sonuglarina gére hiicre sayisi
ve canlilifi artmig olmasina kargin ALP boyama yogdunluklarinin 7. giinde az olmasi ve
daha sonra 14. ginde artmasi ALP aktivitesi sonuglariyla uyumludur ve hicrenin
proliferasyonunu takip edecek sekilde diferansiyasyonun 14. gin civarinda meydana
geldigini gostermektedir. Gruplar arasinda bir kargilastirma yapildiindaysa HeNe lazer
uygulanan Grup 14'teki, en dusuk lazer giug seviyeleri olan 20 mj, 10 pps ve 10 saniye
uygulanan Grup1, ve kontrol gbzlerinde yogunluklarin daha fazla oldugunu goézlemledik.

Daha yiiksek gii¢ seviyelerinde ise ALP boyamalarinin yogunlugu azalmaktadir.

Bu bulgular lazer uygulamalarinin belli gi¢ seviyelerini astidinda hucrenin
proliferasyonunda yada canlihifinda bir dastsle birlikte karakterizasyonunda da

degisiklikler meydana geldigini géstermektedir.

Kalsiyum depolarinin gézlemlenmeleri de gbzlem periodunun ikinci evresi
olan 14. gunde yogunluk gostermektedir. Bu bize ALP aktivitesinin artisinin hticre igi
mineralizasyonu baglatti§in1 gostermektedir. Mineralizasyon ALP aktivitesinin artisiyla

baslamakta ve giderek artmaktadir.

Grup 4 (120 mj, 10 pps), Grup 6 ( 80 mj, 15 pps) ve Grup 8 (60 mj, 20
pps)'in hepsinin enerji cikislari 1.2 Wdir. Bu gruplarin MTT abzorbans ortalamalari ve
ALP ortalamalari her U¢ gézlem periodu icin karsilastinidiinda en yuksek MTT
abzorbans ortalamari ve ALP aktivitesi Grup 8'de yani 60 mj, 20 pps lazer

uygulandijinda ortaya gikmaktadir. Bu bulgu, lazerin atim enerjisinin arttinimasinin ayni
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enerji cikiglarinda atim oraninin arttirlmasina gére hicrelere negatif etkisinin daha fazla

oldugunu géstermektedir.

Bu bulgu enerji ¢cikiglar 1.8 W olan Grup 7 (120mj, 15 pps) ve Grup 11
(60 mj, 30 pps) ve enerji ¢ikiglar 2.4 W olan Grup 10 (120mj, 20 pps) ve Grup 12 (80mj,
30 pps) icin de gecerlidir. Yine daha ylksek atim enerijisi kullanilan Grup 7 ve Grup 10’un

MTT abzorbans ortalamalar ve ALP aktivite ortalama degerleri daha dusgiktar.

Ayni gekilde ortalamalara goére bir de@erlendirme yapildiinda cihazin
¢ikis gucu arttinldikga MTT abzorbans ortalamalan ve ALP seviyeleri dilsmektedir. Bu

her (¢ gézlem periodu igin de gegerlidir.

Ayni atim oranlarinda, atim enerjileri arttiriidiginda ve ayni atim
enerjilerinde atim oranlar arttinldiinda da bu ortalama degerlerde bir dasis

gozlenmektedir.

Calismamizda lazerin fiber optik kablosunu, hiicre kaltur plaginin
tabanina dik olacak gekilde 2 mm mesafeden temassiz uyguladik. Dik olarak
uygulamamizin nedeni butun gozlere lazer 1giminin ayni sekilde ve esit uygulanmasini
saglamakti. Daha énce yaptiimiz 6n calismalarda fiber optik kablo temasta ya da
2mm'den daha az mesafede uygulandiginda kultur plaklarinda cok fazla i1sinma,
karbonizasyon ve erimeler meydana geldi. Bunun sebebi hicre kaltur plaklarinin
polisterenden imal edilmis olmasidir. Bunun yaninda Nd:YAG lazer endodontik amaglarla
kok kanali icerisine uygulandifinda kullaniima sekli, fiber optik kablonun ucunun
apeksten 1 mm mesafede konumlandirilmasi seklindedir. Bu durumda fiber optik kablo ve

periapikal dokular arasindaki etkilesim yine temassiz bigimdedir.

Bu calismada Nd:YAG lazer Saos-2 insan osteoblast benzeri devamli
hucre hatti Uzerine dogrudan uygulanmugtir. Ancak in vivo kosullarda kék kanali icerisine

uygulanan lazer igiminin bir kismi kék kanal dentini tarafindan abzorbe edilmektedir. Bu
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nedenle periapikal alana iletilecek olan lazer enerji seviyeleri mutlaka daha dastk
olacaktir. Ayrica termal etkilerin, MTT abzorbans, ALP ve osteokalsin degerlerinde
azalmalara sebep oldudu dusiintlecek olursa, in vivo kosullarda kék kanali etrafindaki
kan damarlari ve yumusak dokularin olusan 1si artigini azaltma etkisi de goz ardi

edilmemelidir.

Hiicre kalturi galigmalan, in vivo kosullarla direkt olarak
kargilagtinlamamasina karsin, farkli glglerde lazer uygulamalarinin osteoblast hicre
metabolizmas) Ozerindeki etkileri bu yontemle direkt olarak 6lgulebilmektedir.
Unutulmamasi gereken nokta, in vitro hicre kultar tekniklerinin ¢ok fazla hassas oldugu
ve in vivo olarak gorulebilecek cevaplarin daha dustk olacadidir. Lazer uygulamasinin
hucresel duzeyde meydana getirdigi bu temel bulgular, dis hekiminin kék kanali igerisinde
Nd:YAG lazer uygulamalan sirasinda, periapikal bolgedeki osteoblast hucrelerinde
meydana gelebilecek etkileri anlamasi ydniinden faydalidir. In vivo sartlarda olusabilecek
gercek degisikliklerin incelenmesi icin hayvan calismalar ve klinik deneylerin yapiimasi

gerekmektedir.
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SONUCLAR:

Caligmamizin bulgularina gére Nd:YAG lazerin ve Nd:YAG lazerin rehber
1sinl olarak kullanilan He-Ne lazerin insan osteoblast benzeri hucre kulturlerine

uygulanmasi sonucunda;

- He-Ne lazer uygulamasi ve 20 mj, 10 Hz, 10 saniye Nd:YAG lazer
uygulamasi, kontrol grubuna gére, insan osteoblast benzeri hucre kolturlerinde htcresel

artig ve canlihgi aktive etmektedir.

- He-Ne lazer uygulamas! ve 20 mj, 10Hz, 10 saniye Nd:YAG lazer
uygulamasi, kontrol grubuna gére insan osteoblast benzeri hiicre kulturlerinde ALP ve

osteokalsin sentezlerini arttirmaktadir.

- Nd:YAG lazerin 20 mj, 10 Hz ayarlarindan daha yiksek ayarlarda
kullaniimasi kontrol grubuna gére insan osteoblast benzeri hicre kulturierinde hucresel

artis ve canlilik ve aktiviteleri Gzerinde olumsuz etki olusturmaktadir.

- Nd:YAG lazerin atim enerjisinin arttinlmast attm oraninin
artinlmasina goére osteoblast benzeri hlicreler (izerinde daha fazla olumsuz etkiye neden

olmaktadir.

- Cihazin ¢ikig gict arttinidikga hiicresel artis ve canlilik ve hlcresel

aktiviteler azalmaktadir.

Egder enerji ¢ikisi klinik amaclar icin yeterliyse komsu dokulardaki hasari
en aza indirmek igin en dugik atim enerjisi segilmelidir. Buna kargin lazerin enerji gikigini

azaltmanin amaclanan tedavilerdeki etkinligi azaltip azaltmayacagi arastiriimalidir.

Nd:YAG lazer uygulamalarinin hiicresel dlizeyde meydana getirdigi bu
bulgular dis hekiminin periapikal bélgedeki osteoblast hticrelerinde meydana gelebilecek

etkileri anlamasi ydnlnden faydalidir. Unutulmamasi gereken nokta in vivo olarak
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gorilebilecek cevaplarin, in vitro olarak elde edilen bu bulgulardan daha dusik
olacagidir. In vivo sartlarda olusabilecek gergek degisikliklerin incelenmesi icin hayvan

calismalar ve klinik deneyler yapiimasi gerekmektedir.
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OZET

Lazerler cerrahi, periodontoloji, ortodonti, endodonti ve konservatif tedavi
gibi dighekimliginin pek ¢ok dalinda yaklasik 30 yildir kullaniimaktadir. Nd:YAG lazerler
ince fiber optik iletim sistemleriyle kok kanal tedavilerinde konvansiyonel tedavi
yontemlerine ek olarak, kék kanal sterilizasyonu, debrislerin uzaklastirimasi ve smear

tabakanin eliminasyonu gibi iglemler igin tercih edilmektedir.

Bu galigmanin amaci Nd:YAG lazerlerin farkll frekans ve glglerde
uygulanmasinin periapikal bélgede, 6zellikle alveoler kemik dokuda, hiicresel boyutta

meydana getirebilecegi degisikliklerin hicre kultur yéntemleri kullanilak incelenmesidir.

Caligmada insan osteoblast benzeri devamli hucre kulturi Saos-2
kullanildi. Nd:YAG lazer hicre kultirleri Uzerine temassiz sekilde 20-120 mj, 10-30 Hz ve
0.2-3.6 W ayarlarinda 10 saniye sureyle uygulandi. Ayni sekilde Nd:YAG lazerin rehber
15191 olarak kullanilan He-Ne lazer, hucre kulturleri Uzerine temassiz sekilde 10 saniye
sureyle uygulandi. 7, 14 ve 21 gunitk inkiibasyon déneminden sonra htcresel artis ve
canliik MTT metoduyla, hticresel aktivite ise ALP ve osteckalsin 6lgumleriyle
degerlendirildi. Ayrica hicresel mineralizasyonu degeriendirmek icin ALP ve kalsiyum

boyamalari yapildi.

CGalismanin  bulgularina gére MTT  abzorbans  ortalamalari
kargilastiriidiginda yalniz 20 mj, 10 Hz, 10 saniye { Grup 1) ve He-Ne lazer (Grup 14)
uygulanan gruplar ile kontrol grubu (Grup 15) arasinda anlamli bir fark bulunmadi

{p>0.05). Diger gruplar arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.05).

ALP aktiviteleri karsilastirildiginda ise 20 mj, 10 Hz, 10 saniye (Grup 1)
ve kontrol grubu (Grup 15) arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Diger gruplar

arasindaki fark anlamli bulundu (p<0.05).
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MTT abzorbans ortalamalari ve ALP ve osteokalsin ortalama degerlerine
gore bir degerlendirme yapildijinda lazerin atim enerjisi ve enerji gikiginin arttirlmasinin

osteoblast hiicre kulturleri Uzerinde negatif bir etki olusturdugu goruldi.

Sonug olarak; eder atim enerji miktari ve enerji gikigi amaglanan tedavi

icin yeterliyse en dugiik ayarlan segmek dogru yontem olacaktir.
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SUMMARY

Dental lasers had beeen used in dentristry in a wide range of application
including surgery, periodontology, endodontics, operative dentistry and orthodontics for
more than 30 years. Their fiber optic delivery system of 320 ym made Nd:YAG lasers
preferable at root canal sterilization, removing of debris and elimination of Smear layer in

addition to other conventional endodontic uses.

The aim of this study was to evaluate the effects of Nd:YAG laser usage

on alveoler bone at celluler level by using cell culture methods.

In this study we used Nd:YAG laser on human osteoblast like cell line
Saos-2 in a non-contact mode for 10 seconds with 20-120 mj, 10-30 Hz, and 0.2-3.6 W
parameters. He-Ne laser wihch is the guide light of Nd:YAG laser was used in a non-
contact mode for 10 seconds. After 7, 14 and 21 day incubation period, cell viability and
proliferation was evaluated with MTT method and cellular activity was assessed with ALP
and osteocalcin mesuarements. Cellular mineralisation evaluated with ALP and calcium

stainings.

The results of this study showed that, when the avarage MTT values
were compared, there was no statistically diffence between 20mj, 10 Hz, 10 seconds
{Group 1), He-Ne (Grup 14) and control group (Group 15) (p>0.05). The differences

between all other groups were significant (p<0.05).

When ALP activities were compared, there was no statistically diffence
between 20mj, 10 Hz, 10 seconds (Group 1) and control group(Group 15). The difference

between all other groups were also significant (p<0.05).

When avarage MTT absorbance values, ALP and osteocalcin activities
were compared, increase in the pulse energy and power output had a negative effect on

human osteoblast like cell cultures.
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It was concluded that; usage of the lowest parameters should be choosen

if the pulse energy and power output was appropriate for the suggested theraphy.
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