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OZET

SENGUL, S. N. Kok Kanal Tedavisinde Uygulanan Nanopartikiil Icerikli
Irrigasyon Protokoliiniin Dentinin Fiziksel ve Mekanik Ozelliklerine Etkisi.
Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dah
Uzmanlk Tezi, Ankara, 2022. Bu ¢alismanin amac1 kitosan nanopartikiilleri (KNP)
kullannmimi ve genipin (GE) ile ¢apraz baglamayi igeren final irrigasyon
protokollerinin, enzimatik ¢oziinmeye karsi, dentininin mikrosertligi, yiizey 6zellikleri
ve kimyasal yapisi lizerindeki etkilerini aragtirmaktir. KNP iyonik jelasyon yontemi
ile sentezlendi ve stabilitesi partikiil boyutu, polidispersitesi ve zeta potansiyeli
Olgiilerek degerlendirildi. Doksan adet ¢ekilmis tek koklii disin kok kanallar
sekillendirildi ve sodyum hipoklorit (NaOCI) ile irrige edildi. Dentin diskleri elde
edildi ve mikrosertlik (n=15), ATR-FTIR (n=5) ve SEM/EDS (n=6) analizlerinde
kullanilmak {izere gruplara ayrildi, ve asagidaki soliisyonlarda bekletildi:
(1)  NaOCl+Etilendiamintetraasetik  asit  (EDTA), (2) NaOCI+KNP,
(3) NaOCI+EDTA+KNP, (4)NaOCI+KNP+GE, (5)NaOCI+EDTA+KNP+GE veya
(6) distile su. Orneklerin baslangic ve irrigasyon protokolleri sonrasi dentin
mikrosertligi ol¢iildii. ATR-FTIR ve SEM/EDS analizleri, irrigasyon protokolleri
uygulandiktan sonra gerceklestirildi. Tiim analizler, disklerin 24 saat kolajenaz
soliisyonunda bekletilmesinden sonra tekrarlandi. Verilerin istatistiksel analizleri
yapild1 (p=0,05). Kolajenaz uygulamasi sonrasinda, final irrigasyon sonrasina gore,
NaOCI+EDTA+KNP+GE grubu harig, tiim gruplarda dentin mikrosertligi azaldi
(p<0,05). NaOCI+EDTA+KNP ve NaOCI+KNP+GE gruplarmin kolajenaz
uygulamasi sonrast mikrosertlik degerleri, baslangi¢c degerlerine benzerdi (p>0,05).
Kolajenaz sonras1, Amid 111/PO4 oraninda NaOCI+EDTA+KNP, NaOCI+KNP+GE
ve NaOCI+EDTA+KNP+GE gruplarinda 6nemli bir degisim olusmazken (p>0,05),
diger gruplarda azalma oldu (p<0,05). Kolajenaz, gruplardaki CO3?/ PO4? oraninda
bir degisime yol agmadi (p>0,05). Kolajenaz oncesi ve sonrasinda, gruplarda
elemental diizeyde 6nemli bir degisim goriilmedi (p>0,05). Kok kanal tedavisinin final
irrigasyon protokoliinde KNP ve GE kullanimi, enzimatik ¢oziinmeye kars1 dentinde

olumlu etkiler olugturmasi nedeniyle onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: ¢apraz baglama, genipin, kitosan, kolajenaz, nanopartikiil
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ABSTRACT

SENGUL, S. N. Effect of Irrigation Protocol with Nanoparticles on the Physical
and Mechanical Properties of Dentin in Root Canal Treatment. Hacettepe
University Faculty of Dentistry, Department of Endodontics, Specialization
Thesis, Ankara, 2022. The aim of this study is to investigate the effects of final
irrigation protocols including the use of chitosan nanoparticles (CSNPs) and
crosslinking with genipin (GE) on the microhardness, surface properties and chemical
structure of dentin against enzymatic dissolution. CSNPs were synthesized using ionic
gelation method and its stability was evaluated by measuring the particle size,
polydispersity and zeta-potential. The root canals of 90 extracted single-rooted teeth
were prepared and irrigated with sodium hypochlorite (NaOCI). Dentin discs were
obtained and divided into groups for use in microhardness (n=15), ATR-FTIR (n=5)
and SEM/EDS (n=6) analyses, and kept in the following solutions:
(1)NaOClI+Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), (2)NaOCI+CSNPs,
(3)NaOCI+EDTA+CSNPs, (4)NaOCI+CSNPs+GE, (5)NaOCI+EDTA+CSNPs+GE
or (6)distilled water. Dentin microhardness was measured before and after treating the
specimens with the irrigation protocols. ATR-FTIR and SEM/EDS analyses were
performed after the specimens were treated with the irrigation protocols. All analyses
were repeated after the discs were soaked in collagenase solution for 24 hours. Data
were analyzed statistically (p=0.05). After collagenase application, dentin
microhardness decreased in all groups, except for the NaOCI+EDTA+CSNPs+GE
group, compared to the values after final irrigation (p<0.05). Microhardness values of
NaOCI+EDTA+CSNPs and NaOCI+CSNPs+GE groups after collagenase application
were similar to the initial microhardness values (p>0.05). After collagenase, the Amid
[11/PO43 ratio presented no significant change in the NaOCI+EDTA+CSNPs,
NaOCI+CSNPs+GE and NaOCI+EDTA+CSNPs+GE groups (p>0, 05), while
decreased in other groups (p<0.05). Collagenase did not change the CO3?/ PO4™3 ratio
in the groups (p>0.05). There were no significant changes in the groups in terms of
elemental level before and after collagenase application (p>0.05). The use of CSNPs
and GE in the final irrigation protocol of root canal treatment can be recommended as
they have positive effects on dentin against enzymatic dissolution.

Key words: chitosan, collagenase, crosslinking, genipin, nanoparticle
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1. GIRIS

Kok kanal tedavisinin amaci, kok kanal sisteminin etkin bir sekilde
temizlenmesi, sekillendirilmesi ve sizdirmaz bir sekilde doldurulmasi ile apikal
periodontitisi tedavi etmek ve olusumunu oOnlemektir (1). Apikal periodontitis,
genellikle kok kanal sisteminden kokiin ¢evresine yayilan mikrobiyal enfeksiyon
nedeniyle olusur (2). Bu mikrobiyal enfeksiyonun baslica sebepleri dis ¢iirigii, travma,
dis yiizeyindeki catlak veya abrazyon gibi defektler, kenar uyumu yetersiz olup
mikrosizintiya neden olan restorasyonlar ve onceden yapilan yetersiz kalitedeki kok
kanal tedavisine bagli olarak kanal igerisine yerlesen mikroorganizmalar olarak
siralanabilir. Kok kanal sisteminde bulunan mikroorganizmalarin dentin yiizeyinde
olusturdugu ve dentin tiibiilllerinin igerisine kadar uzanabilen tabakaya biyofilm
tabakasi1 denir (3). Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalara, proliferasyon i¢in daha
genis bir habitat araliginin olusturulmasini saglamaktadir. Artan metabolik ¢esitlilik
ve verimlilik, konak savunmalarina, antimikrobiyal ajanlara ve ¢evresel strese karsi
mikroorganizmalara avantaj saglar (3). Mikroorganizmalar, biyofilm tabakasi
sayesinde bir ekstraseliiler matriks ile ¢evrelenirler ve boylece dis etkenlere karsi daha
dayanikli hale gelirler (4). Kok kanal anatomisinin kompleks yapisindan dolayi,
biyofilm tabakasini sadece mekanik yolla kok kanalindan uzaklastirmak pek miimkiin
degildir (5). Biyofilm tabakasinin kok kanalindan uzaklastirilabilmesi ig¢in, mekanik
olarak kanallarin genisletilip sekillendirilmesinin yaninda etkin bir irrigasyona da
ihtiya¢ duyulmaktadir (6). Bu sebeple kemomekanik temizleme ile nekrotik pulpa,
mikroorganizmalar ve iriinleri kok kanal sisteminden uzaklastirilir ve sonrasinda
enfeksiyonun tekrarlamamasi igin kok kanal sistemi kanal anatomisine uygun bir

sekilde li¢ boyutlu olarak sizdirmaz bir sekilde doldurulur (1).

Kok kanallarmin irrigasyonu, kok kanal tedavisinin basariya ulagsmasi igin
kritik 6neme sahip asamalardan biridir (7). Hem biyofilm tabakasinin, hem de kanal
sekillendirmesi sirasinda dentin yiizeyinde olusan organik ve inorganik bilesenleri
iceren smear tabakasinin kok kanal sisteminden uzaklagtirilmasi irrigasyon yoluyla
saglanmaktadir (8). Sodyum hipoklorit (NaOCIl), kok kanal tedavisinde baslica
kullanilan irrigasyon ajanidir (9). NaOCI, kdok kanal sisteminde bulunan organik

artiklar eriterek hem genis spektrumlu antimikrobiyal etki gosterir, hem de biyofilm
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tabakasinin uzaklastirilmasina katki saglar (10). Ote yandan, NaOCI sadece organik
yapiya etki gosterdigi i¢in tek basina smear tabakasini uzaklastiramaz (11). Bu nedenle
smear tabakasinin inorganik yapisina etki edecek selatorlerin de kanal tedavisi
sirasinda kullanimi, irrigasyonun onemli bir pargasidir. Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), NaOCl ile kombine olarak en yaygin kullanilan selasyon ajanidir (8). Smear
tabakasinin kaldirilmasiyla, hem daha etkili bir dezenfeksiyon saglanmis olur hem de
kok kanal dolgu patlar1 dentin tiibiillerine daha iyi penetre olur (12). Ancak, yapilan
ex-vivo ¢alismalarda, EDTA’nin, NaOCl ile kombine veya tek basina kullaniminin
dentinin mikrosertligini 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur, bu da klinik olarak kok
kanal tedavisi gegirmis dislerde kirik olusumu riskini artirabilmektedir (13-16). Bu

dezavantajindan dolay1 endodontide yeni bir selasyon ajani arayisina gidilmistir.

Nanoteknoloji ilag dagitimi, doku rejenerasyonu, antimikrobiyal uygulamalar,
gen transfeksiyonu ve goriintiileme gibi bir¢ok biyomedikal alanda 6nemli gelismeler
saglamaktadir (17). Nano-dis hekimligi terimi, agiz ve dis sagligim gelistirmek
amaciyla teshis ve tedaviye yonelik nanomalzemelerin kullanilmasini ifade eder (17).
Nanomalzemeler, ¢aplart nano-6lgekli boyutlarda olan nanopartikiillerden olusur ve
bu partikiiller sayesinde daha biiyiik yilizey alani ve yiik yogunluguna sahip olabilirler
(18). Son yillarda, endodonti alaninda nanomalzemelerin gelistirilmesi ve kullanilmasi
ile antimikrobiyal etkinligin artirllmasina, dentin matriksinin mekanik olarak

giiclendirilmesine ve doku rejenerasyonunun iyilestirilmesine odaklanilmaktadir (17).

Kitosan, yengec¢ ve karides kabugunda bulunan kitinin deasetilasyonu yoluyla
elde edilen, biyouyumlu ve biyog¢oziiniir bir polisakkarittir (19). Kitosanin fonksiyonel
fosfat gruplarinin, kalsiyum iyonlariyla selasyon gostermesi ile demineralize dentin
yapisinda remineralizasyonu indiikledigi ve bdylece kalsiyum fosfat tabakasi
olusturdugu gosterilmistir (20). Kitosan uygulamasindan sonra, dentinin kolajenaz
yikimina daha direngli oldugu bildirilmistir (21). Kitosan asidik pH’a sahip
olmasindan dolayr metal iyonlarina selasyon kapasitesi gosterir (22). Kitosan
polikatyonik yapisi sayesinde, negatif yiiklii bakteri ylizeyiyle etkilesime girerek
bakterinin hiicre permeabilitesinin degisimine ve intraseliiler komponentlerin
sizmasina neden olur ve bu sekilde antibakteriyel 6zellik sergiler (23-25). Kitosan
direkt mikroorganizmalarin g¢ekirdegindeki DNA’ya baglanarak mRNA sentezini
inhibe eder ve mMRNA ile protein sentezini engeller (25).



Kolajen yapi iskeletinin mekanik 6zelliklerini iyilestirmek ve bakteri kaynakli
kolajenaza kars1 dayanikliligini artirmak igin ¢apraz baglayici ajanlar kullanilabilir
(26). Genellikle kisa siirede ¢apraz baglama yapmasi ve yiiksek dayanikliligt sebebiyle
gluteraldehit en fazla kullanilan capraz baglama ajanidir (27). Ancak yiiksek
sitotoksisite gosterdigi icin farkli ajan arayislarina gidilmistir (28, 29). Genipin,
gardenya bitkisinin meyvesinden dogal yollarla olusan bir organik bilesiktir ve kolajen
capraz baglama ajani olarak etkili oldugu gosterilmistir (30). Ayrica yapilan
caligmalarda, gluteraldehitin gosterdiginden anlamli derecede diisiik sitotoksisite ve
inflamatuar reaksiyon gosterdigi bulunmustur (31-33). Bunun yaninda, genipinin

antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkileri oldugu da bildirilmistir (34).

Kitosan nanopartikiil uygulamasinin, kanal tedavisinin rutin irrigasyon
protokolleri ile beraber yapilmasinin kok dentini iizerine etkilerine dair literatiirde
yeterli bilgi yoktur. Calismamizin amaci, NaOCI irrigasyonun ardindan, EDTA ile
beraber veya EDTA yerine kitosan nanopartikiillii soliisyon ile irrigasyon yapilmasinin
Ve genipinin gapraz baglayici ajan olarak kullanilmasinin, enzimatik ¢oziinmeye karsi,
kok dentininin mikrosertligine, molekiiler yapisina ve yiizey ozelliklerine etkilerini

incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dentin

Dentinin %70’ inorganik, %?20’si organik yapidan ve %10’u sudan olusur
(35). Kron kisminda mine ile ¢evrili olup, kok kisminda sement ile ¢evrilidir.
Inorganik yapisinin biiyiik bir boliimiinii hidroksiapatit kristalleri (Ca1o (POs)s (OH)2)
olustururken (36), organik matriksin %90" fibriller tip 1 kolajenden, kalan %10'u

fosfoproteinler ve proteoglikanlar gibi proteinlerden olusur (37).

Dentinin yapisinda yogunluklar1 milimetrekarede 40.000 ile 70.000 arasinda
degisen, toplam sayilar1 milyonlarla ifade edilen dentin tiibiilleri bulunmaktadir (38).
Her bir tiibiil limeni, kolajenden fakir, apatit kristallerinden olusan, oldukca
mineralize, yaklagik 0,5-1 pm kalinliginda peritiibiiler dentin ile g¢evrilidir (39).
Intertiibiiler dentin ise, tiibiiller arasindaki bolgeyi kaplar ve apatit kristalleri ile
giiclendirilmis organik bir matriksten olusur (40). Tibiillerin c¢aplari mine-dentin
birlesiminde 1 um, pulpal ylizeyde ise 3 um kadar olabilmektedir. Dentin tiibiil capinin
pulpal ylizeyde daha fazla olmasi, yogunlugunun da mine-dentin birlesimine gére daha
fazla oldugu anlamina gelmektedir (41). Bir arastirmaya goére, mine-dentin
birlesiminde tiibiillerin yogunlugu %1 iken, pulpa odasi komsulugunda bu oran %45’e
kadar ¢ikmaktadir (38). Iki yiizey arasindaki bu yogunluk farki pulpal hastaliklarin
patogenezinde rol oynar.

Dentin tiibiilleri i¢inde bulunan dentin sivisi, icerik bakimindan ekstraseliiler
siviya benzemektedir (42). Eger bu siv1 ¢iiriik, restoratif materyal, dis yiizeyindeki
catlak veya atrizyon gibi sebeplerle bakteri toksinleri ile kontamine olursa, dentin
tiibiilleri yoluyla pulpada inflamasyon baslatabilir ve zaman igerisinde dentin tiibiilleri
aracihiftyla mikroorganizma ve iiriinleri pulpaya ulasabilir (43). Ozetle, dentin
kaybiyla birlikte, kok kanal sistemi mikrobiyal ve kimyasal irritanlara daha agik hale

gelmektedir.
2.2. Smear Tabakasi

Kok kanallarmin sekillendirilmesi sirasinda olusan ve kanal duvarlarinda

biriken organik ve inorganik bilesenlerden olusan yapiya smear tabakasi denmektedir
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(44). 11k olarak 1970 y1linda, smear tabakas1 taramali elektron mikroskobu kullanilarak
goriintiilenmistir (45). Fakat ilk kez tanimlanmasi, 1975 yilinda McComb ve Smith
tarafindan yapilmistir (46). Kalinlig1 dentin yiizeyinde 1-5 um olup, dentin tiibiilleri
icerisine ise yaklasik 4-60 um kadar uzanabilmektedir (47-49). Kanalin kuru veya
islak prepare edilmesine, kullanilan frezlere ve egelere bagli olarak kalinligt

degisebilmektedir (47-49).

Smear tabakasmin uzaklastirilmasi ile ilgili endodontide fikir ayriliklar
mevcuttur. Bir goOriis, smear tabakasinin dentin tiibiillerini tikayarak
mikroorganizmalarin gecisi agisindan tikag gorevi gordiigiinii ve bdylece sizdirmazligi
iyilestirdigini savunmaktadir (50). Ancak giinlimiizde, Smear tabakasinin nekrotik
pulpa, mikroorganizma ve artiklarin1 igerebilmesi nedeniyle uzaklastirilmasi
gerekliligi one c¢ikmaktadir (46). Ayrica smear tabakasmin uzaklastirilmast,
antimikrobiyal ajanlarin ve kanal dolgu patlarinin dentin tiibiillerine penetrasyonunu
iyilestirmesi nedeniyle de 6nem arz etmektedir (46, 51-54). Kok kanal duvarindan
smear tabakasinin uzaklastirilabilmesi igin, organik ¢oziicii olan NaOCI ve inorganik

yapilarla selasyon yapan EDTA’nin kombine kullanilmasi 6nerilmektedir (55).
2.3. Kok Kanallarinin Irrigasyonu

Kok kanal tedavisinin baslica hedefleri, kok kanal sistemindeki enfeksiyonun
ortadan kaldirilmasi, tekrar olusumunun Onlenmesi ve digin yapisal dayanikliliginin
korunarak agiz igerisinde islevinin siirdiiriilmesinin saglanmasidir (56). Kok kanal

irrigasyonu, bu hedeflere ulasiimasinda 6nemli rol oynayan bir iglemdir.
Kok kanal irrigasyonunun amaglar1 asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Kok kanal sistemindeki organik ve inorganik doku artiklarini uzaklasgtirmak

2. Antimikrobiyal  etkinlik  gostererek ~ kok  kanal  sistemindeki
mikroorganizmalari elimine etmek

3. Smear tabakasini uzaklastirmak

4. Kok kanal sisteminin kompleks anatomisi nedeniyle sekillendirme sirasinda

ulagilamayan alanlar1 temizlemek



5. Kok kanali igerisinde kayganlastirici etki saglayarak kanal aletlerinin

calismasini kolaylastirmak ve sekillendirme sirasindaki islemsel hatalarin

Oniine gegmek

Bu amagclara ulagabilmesi i¢in bir irrigasyon ajanindan beklenen o6zellikler

asagidaki sekilde siralanabilir:

1
2
3.
4

7.
8.
9.

Bakterilere kars1 bakterisid ve bakteriyostatik etki gdstermelidir.
Sitotoksik ve alerjen olmamalidir.

Doku ¢oziicii etkinligi bulunmalidir.

Yiizey gerilimi diisik olmali ve dentin yilizeyine rahatlikla
yayilabilmelidir.

Dolgu malzemelerinin sizdirmazligint ve kanala baglanmasini olumsuz
etkilememelidir.

Kullanim1 sonrasi1 rezidiiel etki gostererek antibakteriyel etkinligini
stirdiirebilmelidir.

Kronda renklenmeye sebep olmamalidir.

Maliyeti diisiik olmalidir.

Saklama kosullar1 kolay olmalidir.

10. Raf 6mri uzun olmalidir.

11. Uygulanabilirligi kolay olmalidir.

Ancak, gilinlimiizde bu 06zelliklerin hepsini saglayan bir irrigasyon ajani

bulunmamaktadir. Bu nedenle, kok kanal tedavisi sirasinda irrigasyon ajanlarinin

kombine kullanimi Onerilmektedir.

2.3.1. Endodontide Kullamlan Irrigasyon Soliisyonlar

2.3.1.1. Sodyum Hipoklorit

Sodyum hipoklorit (NaOCIl), doku ¢oziicti etkisi, antimikrobiyal o6zelligi,

biyofilm tabakasina etki edebilmesi, diisiik yiizey gerilimi ile kanal duvarlarina

difiizyonunun kolay olmasi ve ucuz olmasi gibi avantajlar ile endodonti alaninda en

sik kullamlan irrigasyon soliisyonudur (57). Ilk olarak, Dakin soliisyonu olarak da

bilinen %0,5 konsantrasyonlu NaOCI’nin, 1. Diinya Savasi sirasinda enfekte yaralarin

dezenfeksiyonu amaciyla kullanilmasi 6nerilmistir (58).



Etki mekanizmas:

NaOCTI’nin sudaki dinamik dengesi Sekil 1’de formiille gosterilmektedir (59).
Bu formiile gore, olusan hipoklordz asit (HOCI) ve hipoklorit iyonlar1 (OCI’), doku
cozlicii ozelligi ile organik dokularla tepkimeye girip hiicre Oliimlerine sebep
olmaktadir (59). Ayn1 zamanda yapisindaki hidroksil (OH") iyonlar1 sayesinde ortamin
pH degerini bazik hale getirmektedir. Yiiksek pH hiicre zar1 biitiinliigiinii bozarak

hiicre lizisine yol agmaktadir (59).

NaOCl+ H,0 > NaOH + HOCl«>Na"+OH +H"+OCI

Sekil 1. NaOClI’nin sudaki dinamik dengesi.

Kimyasal olarak ¢ok aktif olan bu soliisyon, asagidaki reaksiyonlari

gostermektedir:
Sabunlasma reaksiyonu

NaOCl, yag asitlerini pargalar ve onlar1 yag asidi tuzlarina (sabun) ve gliserole

(alkol) dontistiiriir (Sekil 2), boylece organik ve yag ¢oziicii gérevi goriir (59).

O O
I |
R-C-0O-R+NaOH +» R-C-0-Na+R-0H
Yag asidi Sodyum Sabun Gliserol
Hidroksit

Sekil 2. Sabunlagma reaksiyonu.
Notralizasyon reaksiyonu

NaOCI, su ve tuz olusturarak amino asitleri notralize eder ve hidroksil

iyonlarmin ¢ikisi ile pH diiser (Sekil 3) (59).

H 0] H O
| |
R-C-0-C+NaOH «>R-C-0-C+ H20
I |
NH2 OH NH2 Ona
Aminoasit Sodyum Tuz Su
Hidroksit

Sekil 3. Notralizasyon reaksiyonu.




Kloraminasyon reaksiyonu

NaOCI, doku ¢6ziicii gorevi gorerek protein amino gruplariyla birlesir, boylece
kloraminleri olusturan klor serbest kalir (Sekil 4). Kloramin hiicre metabolizmasini
bozar. Giiglii bir oksidan olan klor, siilfidril gruplarinin geri doniisiimsiiz oksidasyonu

ile bakteriyel enzim inhibisyonuna sebep olur (59).

H 0 Cl 0
| | .
R-C-0-C+HOCl<s R-C-0-C+H20
| |
NH2 OH NH2 OH

Aminoasit  Hipokloroz Kloramin Su

asit

Sekil 4. Kloraminasyon reaksiyonu.
Konsantrasyon

Literatiirde, kok kanal irrigasyonu sirasinda NaOCl’nin %0,5 ile %38,25
konsantrasyonlar1 arasinda kullanimi mevcuttur (60). Yiiksek konsantrasyonda NaOClI
kullaniminin, dentinin elastisite modiiliinii ve egilme dayanimim diistirdiigiini gésteren
caligmalar mevcuttur (61). Ayrica her ne kadar NaOCI’nin yiiksek konsantrasyonda
antimikrobiyal etkinligi artsa da, sitotoksik etkileri de artmaktadir (62). Diisiik
konsantrasyonlarda bol miktarda yapilan NaOCI uygulamasimin pulpa dokusunu,

yiiksek konsantrasyondaki NaOCI kadar etkin ¢ozebildigi gosterilmistir (62).

En c¢ok tercih edilen konsantrasyon %25 olmakla beraber, NaOCI
konsantrasyonu ile ilgili glinimiizde hala ¢alismalar yapilmaktadir (7, 63-66). Bir
calismada, NaOCl’nin %0,5 ile %3’liik konsantrasyonlar1 arasinda postoperatif agri
acisindan anlamli bir fark bulunmamasina ragmen, postoperatif sislik olusumu %3 liikk
NaOCI kullaniminda anlamli olarak daha sik goriilmiistiir (63). Baska bir ¢alismada,
NaOCI'nin %2,5, %5,25 ve %8,25’lik konsantrasyonlari1 arasinda postoperatif agri
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir (64). Farzaneh ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada (65), geri doniisiimstiz pulpitisli mandibular molar dislere uygulanan %2,5
ve %5,25 konsantrasyonlu NaOCl soliisyonlar1 postoperatif agri agisindan
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, tedaviden sonra ilk 72 saat i¢inde %2,5
konsantrasyonlu NaOCl’nin, %5,25 konsantrasyonlu NaOCI’ye gore anlamli olarak

daha fazla postoperatif agriya sebep oldugu bildirilmistir. Nekrotik pulpali mandibular
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molarlarda NaOCI konsantrasyonunun postoperatif agriya etkisinin arastirildigi bir
calismada ise, %1,3’lik NaOCI kullaniminin, %5,25’lik NaOCl’ye gore daha az
postoperatif agriya sebep oldugu bildirilmistir (66).

NaOCT’nin etkinligini artirmak i¢in asagidaki yollara bagvurulmustur:
Soliisyonun sicakhiginin artirdmasi

Diisiik konsantrasyonlu NaOCI ¢6zeltilerinin sicakliginin artirilmasi ile, doku
cozme kapasitesinin ve antimikrobiyal etkinliginin arttig1 bildirilmistir (57). Yapilan
bir arastirmada, 45°C'deki NaOCl’nin, 20°C'deki NaOCIl’ye kiyasla, Enterococcus
faecalis’i (E. faecalis) elimine etmede 100 kat daha etkin oldugu gdsterilmistir (67).
Bagka bir ¢calismada ise, 6nceden 1sitilmis NaOCl'nin sicakliginin, soliisyon kok kanal
duvarina degdigi anda diismeye basladigi ve birkac¢ dakika i¢inde viicut sicakligina
ulagtig1 bildirilmistir (68). Bu sebeple, bu yontem klinik uygulamalarda pek tercih
edilmemektedir.

Soliisyonun pH’mmin diigiiriilmesi

Endodontide kullanilan NaOCl soliisyonlarmin pH’1 12°dir (62). NaOCI suda
sodyum (Na+) ve hipoklorit iyonlarina (OCI") ayrilmakta ve hipoklordz asit (HOCI)
ile bir denge kurmaktadir (57). Asidik ve nétr pH'da klorun ¢ogu HOCI olarak
bulunurken, 9 ve tizeri pH'da OCI" seklinde bulunmaktadir. Hipoklordz asit daha giiglii
antimikrobiyal etkinlige sahipken, OCI" iyonu daha az etkilidir (57). Hipokloroz asit,
mikroorganizmalarin hayati fonksiyonlarinit dogrudan etkileyerek hizla hiicre 6liimiine
neden  olmaktadir. Ancak tamponlanip pH’1  distriilen  ¢ozeltilerin,
tamponlanmayanlara gore daha kararsiz bir yapida olduklar1 gériilmiistiir (69). Bu
durum, raf dmiirlerinin kisalmasina sebebiyet verdigi icin, bu yontem pek sik tercih
edilen bir yontem olmamaktadir. Ayrica bir arastirmada, diisiik pH’in NaOCI’nin
antimikrobiyal etkinligini artirdigit ancak doku c¢oziicii etkinligini azalttig
bildirilmistir (70). NaOCl’nin, diger soliisyonlardan farkli olarak kanal igindeki
organik dokular1 ¢ozebilme kapasitesinden dolay1, bu etkinliginin azalmas: istenilen
bir durum degildir. Bu nedenle, bu durum bu yontemin bir diger dezavantaji olarak
kabul edilebilir.
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Soliisyon aktivasyonu

Kok kanal anatomisinin kompleks yapisindan dolayi, doku artiklar1 ve
mikroorganizmalari kok kanal sisteminden tamamen uzaklastirmak tek basina
mekanik preparasyonla miimkiin olmamaktadir (71). Dogru irrigasyon soliisyonu
se¢imi ve bunlarin etkili bir sekilde kullanim1 endodontik tedavinin basarisin1 énemli
olgiide  etkileyebilmektedir.  Irrigasyon islemi asagidaki  yontemler ile

gercgeklestirilebilir:
1. Manuel irrigasyon yontemleri
1.1. Geleneksel siringa irrigasyonu

Kok kanal tedavisinde en sik tercih edilen irrigasyon yontemidir (72). Enjektor
kanal igerisinde ileri geri hareket ettirilirken, soliisyon pozitif basing ile kanal i¢erisine
verilir (73). Bu yontemde, soliisyon kok kanal sisteminin tiim alanlarina yeterince
ulagamayabilir. Bu sebeple soliisyon etkinligini artirmak amaciyla ek aktivasyon

yontemleri kullanilabilmektedir.
1.2. Firga ile irrigasyon

frrigasyon firgalari, kanal igerisindeki irrigasyon soliisyonunu manuel olarak
aktive etmesi ve killar1 yardimiyla kanal duvarindaki debrisi temizlemeye katkida
bulunmasindan dolay1 tercih edilen bir yontemdir (74). Bu yontemde, firganin kil

kisimlariin kopup kanal i¢erisinde kalabilme olasilig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.
1.3. Manuel dinamik aktivasyon

Bu yontemde, sekillendirme isleminin bitiminden sonra kanal irrigasyon
sollisyonu ile doldurulur ve ana kon olarak kullanilacak giita perka kanal icerisine
yerlestirilir. Ardindan guta-perka kanal igerisinde 2-3 mm ileri geri hareket ettirilir ve

bu sekilde irrigasyon soliisyonunun etkinligi artirtlir (8).
2. Cihaz aracili irrigasyon aktivasyon yontemleri
2.1. Doner firga ile irrigasyon

Doéner basliklarla kullanilan mikrofirgalar, sekillendirilmis kok kanallarindan
debris ve smear tabakasinin uzaklastirilmasini kolaylagtirmak i¢cin Ruddle tarafindan

gelistirilmistir (75). Bu firgalar, merkezi bir telden radyal olarak uzanan ¢oklu killara
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sahiptirler. Bu yontem igin gelistirilmis bir diger cihaz olan Canal Brush, tamamen
polipropilenden iiretilmistir. Yiiksek esneme 6zelligi sayesinde manuel olarak da
kullanilabilmektedir, ancak 600 rpm’de kullanildiginda daha etkin bir aktivasyon
yaptigi bildirilmistir (76).

2.2. Kok kanal sekillendirmesi sirasinda yapilan devaml irrigasyon yontemi

Bu yontemde, soliisyonun dentin duvarlar ile olan temasi ve hacmi artirilarak,
kok kanali icerisinde daha derine yayilimi amaglanir. Kullanilan sistemlerden biri olan
Quantec-E irrigasyon sistemi, kanal preparasyonu sirasinda siirekli irrigasyon
saglamasi i¢in bir pompa konsolu, iKi irrigasyon rezervuart ve boru sisteminden
olusmaktadir (77). Ayrica bu yontem, sekillendirme ve irrigasyonu ayni anda saglayan
Self Adjusting File sisteminin (Re-Dent-Nova, Ra’anna, Israil) kullanilmas: ile de

gerceklestirilebilir (78).
1.1. Sonik aktivasyon

Bu yontemde, kanal igerisindeki soliisyon, sonik sisteme takilan 6zel uglarin

dakikada 1500-6000 Hz titresim yaymasi ile aktive edilir (8).
1.2. Ultrasonik aktivasyon

Bu yontemde, kanal igerisindeki soliisyon, ultrasonik sisteme takilan 6zel
uclarin dakikada 25.000-30.000 Hz titresim yaymasi ile aktive edilir. Bu sayede,
irrigasyon soliisyonu igerisinde akustik akis ve kavitasyon indiiklenerek irrigasyonun
etkinligi artirthir (79). Bu yontem kullanilan ultrasonik ug¢ tipine gore ikiye

ayrilmaktadir:

a) Pasif ultrasonik aktivasyon: Kesici 6zellige sahip olmayan uglar ile kanal

duvari degisiklige ugratilmadan soliisyon aktive edilir (80).

b) Aktif ultrasonik aktivasyon: irrigasyon aktivasyonu sirasinda kesici 6zellige

sahip ultrasonik ug¢lar kanal duvarinda degisiklige neden olabilir (57).
1.3. Negatif basin¢h sistemler ile irrigasyon

Negatif basing ilkesiyle ¢alisarak, kok kanal sistemine gonderilen soliisyonun
geri emilimini saglayan EndoVac (Discus Dental, Culver City, CA, ABD) gibi

cihazlarin, irrigasyon soliisyonlarinin apikalden periapikal sahaya tagmasin
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Onleyebildigi bildirilmistir (81). Bununla birlikte, kok kanal sistemine niifuz etme ve

dezenfeksiyon ag¢isindan bu sistemin net bir tistliinliigii gésterilmemistir (81).
1.4. Lazer ile aktivasyon

Uygun dalga boyuna sahip Erbium-Ytrium Aluminium Garnet (Er:YAG) ve
Neodymium-Doped Ytrium Aluminium Garnet (Nd:YAG) gibi lazer sistemleriyle
irrigasyon soliisyonlar1 aktive edilerek etkileri artirilabilir (82). Lazerler, bu etkiyi

akustik akis mekanizmasi ile saglarlar (82).
NaOCP’nin alerjik reaksiyonlari

NaOCl’y1 olusturan elementlerden sodyum ve klor insan viicudunun temel yap1
taslarinda bulunsa da, NaOCI nadiren alerjik reaksiyonlara neden olabilir (83).
Hipoklor6z asit, fagositoz siirecinde noétrofiller tarafindan da tretilen kimyasal bir
maddedir ve fazla iretildiginde lokal doku hasari olusturabilir (84). Hastada
NaOCI’nin sebep oldugu asir1 hassasiyet ve alerji durumlarindan siipheleniliyorsa,
iginde klor barindiran herhangi bir soliisyon da alternatif olarak tercih edilmemelidir.
Alternatif soliisyon olarak iyodin potasyum iyodiir gibi i¢inde klor barindirmayan bir

soliisyon diigiiniilebilir (85).
NaOCP’nin toksisitesi

Yanlislikla NaOCI enjeksiyonu yapilirsa ve/veya kok apeksinden NaOCl
ekstriizyonu meydana gelirse bu durum ciddi yaralanmalara sebebiyet verebilir.
NaOCI’nin ekstriizyonundan sonra siddetli agri, komsu yumusak dokularda 6dem,
deride renk degisimi, kok kanalinda asir1 kanama, ekimoz, gegici/kalic1 anestezi
veya parestezi goriilmesi miimkiindiir (86). Bu komplikasyonlar1 yonetmek i¢in
klinisyen hastayr bilgilendirmeli ve antiinflamatuar analjeziklerle tedaviyi
desteklemelidir. Odemi azaltmak igin ekstraoral soguk kompres uygulanmasi da
etkili olabilmektedir (86). Bir giin sonra, dolagimin uyarilmasi i¢in 1lik kompres ve
ag1z gargarasi uygulamasina gecilebilir. Siirecin takibi icin hastalar giinliik olarak
goriilmelidir. Sekonder enfeksiyon olusumunun 6niine gegmek icin, antibiyotik de
recete edilebilir (86).
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2.3.1.2. Dekalsifiye edici ajanlar (Selatorler)

Kok kanal sistemindeki organik ve inorganik artiklarin tam olarak
temizlenebilmesi i¢in, selatorlerin de irrigasyon sirasinda kullanilmasi gereklidir (44).
Selatlar, metal iyonlarinin organik maddelerle halka seklinde bag olusturmasiyla elde
edilen kararli kompleks yapilardir. Bu kararlilik, bir ciftten fazla serbest elektrona

sahip olan selator ile merkezi metal iyonu arasindaki bagin bir sonucu olusur (87).
2.3.1.2.1. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

Endodonti alaninda, ilk olarak 1957 yilinda, EDTA soliisyonu kullanilmaya
baglanmistir (88). EDTA, bir aminopolikarboksilik asittir, renksizdir ve toz hali suda

¢oziinebilir. Endodontide sikilikla kullanilan EDTA soliisyonunun igerigi asagidaki
sekildedir:

1. EDTA’nin disodyum tuzu (17,00 g)
2. Distile su (100,000 mL)
3. 5 M sodyum hidroksit (9,25 mL)

Nygaard—-Ostby (88), EDTA ve sodyum tuzu ile dental sert dokunun
demineralizasyonunu agiklamak icin sabit ¢oziiniirliik iiriinii prensibini kullanmustir.
Doymus tuz ¢ozeltisi ve birlestirilmis ¢okelti arasinda bir denge kurulur, ¢linkii
cokeltiden gelen iyonlar siirekli olarak ¢ozeltiye giderken, ayn1 zamanda ¢ozeltideki
iyonlar kati olarak ¢okelir. Nygaard—Otsby’e gore, mineral bilesenleri esas olarak
fosfat ve kalsiyum olan dentin gibi liyofobik maddeler bile suda ¢oziilebilir. Bu
dengeye EDTA'nin disodyum tuzu ilave edildiginde, kalsiyum iyonlar1 ¢ozeltiden
ayrilir. Bu da dentinden daha fazla iyonun ¢oziinmesine yol acar. Boylece selatorler
dekalsifikasyona sebep olur. EDTA gibi selatorler kalsiyumla stabil kompleksler
olustururlar (Sekil 5). Biitiin uygun iyonlar bag yaptiktan sonra, denge kuruldugunda
daha fazla ¢6ziinme olmaz (89). EDTA’nin kendini sinirlayict 6zelligi vardir. Bu
6zelligin dentinin demineralizasyonu sirasinda olusan pH degisiminden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Notral kosullarda, EDTA’nin %99’u EDTAHNas seklinde bulunur.
Hidrojen yoluyla dentinden kalsiyumun uz aklagmasi pH diisiisiine sebep olur. Asit



14

salmmmiyla da EDTA’nin etkisi zamanla diiser (90). Diger yandan, asidin

hidroksiapatit kristalleriyle reaksiyonu dentinde ¢oziinmeye yol agar.

CaHiOz CHO; CaHhO2 CH0;
> NCHzCHzN < ) NCH;CH;{\I&
——— NG CH:
CHiOz CHOz / CO\
O=CO OC=0O

Sekil 5. EDTA’nin selasyon mekanizmasi.

EDTA, smear tabakasinin mineralize kismini selatlayabildigi ve kaldirabildigi
icin genellikle bir irrigasyon soliisyonu olarak onerilmektedir (44). Endodontik
irrigasyon  soliisyonu olarak  genellikle 9%15-17’lik  konsantrasyonlarinda
kullanilmaktadir. EDTA soliisyonunun pH’1, etkinligini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.
Asidik veya notr pH'larda, kalsiyum iyonlarinin baglanmasi, hidroksiapatitin
ayrismasini ve selasyon i¢in kalsiyum iyonu mevcudiyetini artirma egiliminde

olmaktadir (91).

Konsantrasyon ve uygulama zamanina bagli olarak EDTA’nmin, NaOCl
irrigasyonu sonrasi dentinde erozyona yol agtigi gosterilmistir (92, 93). Zaparolli ve
arkadaslarinin ¢alismasinda (13), %17 EDTA soliisyonu, %1’lik NaOCl ile kombine
veya tek basina kullanildiginda dentin mikrosertliginde anlamli 6l¢iide azalma
goriilmiistiir. Ayrica Sayin ve arkadaslar1 (14), EDTA’nin tek basina veya %2,5
NaOCl ile beraber kullaniminda dentin mikrosertliginde anlamli derecede biiyiik bir
azalmaya yol ag¢tifin1 dogrulamislardir. Benzer sekilde, baska bir ¢aligmada da
EDTA’nin dentinin mikrosertligini anlamli derecede diisiirdiigii gosterilmistir (15).
EDTA’nin farkli zaman araliklarinda farkli konsantrasyonlarda uygulanisinin kok
kirilmasina etkisini inceleyen bir calisma, yiiksek konsantrasyonlarda uzun siireli
EDTA uygulamasinin disin kiritlma dayanimini azalttigini bildirmistir (16). Kullanilan
sollisyonlara bagli olarak dentinin mikrosertliginin azalmasi ve digin kirilma
dayaniminin azalmasi, klinik olarak kok kanal tedavisi sonrasi dislerde kirik olusumu
riskini artirabilir. Bu dezavantajlarindan dolay1 endodontide farkli selasyon ajanlari

kullanimi arastirilmaktadir.
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2.3.1.2.2. Sitrik Asit

Sitrik asit, kok kanal boslugundaki inorganik tabakayi ¢ozerek, smear
tabakasinin uzaklastirilmasina katkida bulunur (94). Literatiirde, %1 ile %50 arasinda
degisen konsantrasyonlarda kullanildig1 goriilmektedir (95). Bir ¢calismada, toz haline
getirilmis dentin-rezin karisiminin, 0,5 M EDTA'ya gore 0,5, 1 ve 2 M sitrik asitte
daha fazla ¢6ziindiigii gosterilmistir (96). Bunun aksine, baska bir ¢alismada, ticari
EDTA preparatlari ile smear tabakasinin kanal duvarindan daha iyi uzaklastirildig:
bildirilmistir (97). Yapilan diger calismalar, sitrik asit ile %15 EDTA arasinda smear
tabakasini uzaklastirma kapasitelerinde ¢ok az fark oldugunu veya hig¢ fark olmadigim
gostermiglerdir (98, 99). Bir arastirmada, %6 konsantrasyonundaki sitrik asidin %17
konsantrasyonundaki EDTA’ya gore, intertiibiiler dentini daha ¢ok demineralize ettigi

ve tlibiiler agikliklar1 daha belirgin kildig1 gosterilmistir (100).
2.3.1.2.3. Etidronik asit

EDTA’ya kiyasla daha zayif bir selatér olan etidronik asit (HEDP), temel
olarak kemik rezorpsiyonunu onledigi ig¢in tip alaninda osteoporoz ve Paget gibi
sistemik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (101). Dentinde daha az yapisal
degisiklik yapmasi nedeniyle, endodontide irrigasyon ajani1 olarak kullanimi
distintilmistir (101). Bazi arastirmacilar kombine edilmis NaOCI-HEDP
soliisyonunu irrigasyon ajani olarak kullanimini 6nermislerdir (102). Bu sayede,
NaOCl antimikrobiyal etkinligini korurken HEDP smear tabakasinin inorganik
bilesenlerini ayni anda uzaklastirabilir (103, 104). Bu kombine irrigasyon soliisyonu
%35 NaOCl ve %18 HEDP’nin 1:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanmaktadir (105).

2.3.1.3. Klorheksidin

Katyonik bisguanid olan klorheksidin (CHX), Ingiltere’de iiretilmis olup ilk
olarak antiseptik krem olarak piyasaya striilmistir (106). Genis antimikrobiyal
etkinliginden dolay1i, endodonti alaninda irrigsayon soliisyonu ve kanal igi
medikament olarak kullanilmaktadir (107). CHX, NaOCl’nin aksine kotii kokuya
sahip degildir, periapikal dokulara kars1 daha az sitotoksiktir ve kiyafetlerde beyaz



16

lekelere sebep olmamaktadir. Ancak, doku ¢oziicii 6zelliginin bulunmamasindan

dolay1 NaOC1’nin yerine kullanimi 6nerilmemektedir (107).
Molekiiler Yapisi

CHX, bir merkezi heksametilen zinciri ile birbirine baglanan iki bisbiguanid
grubundan olusan, pH'1 5.5 ile 7 arasinda olan giiglii bir molekiildiir (Sekil 6) (107).
CHX diglukonat tuzu suda kolayca ¢oziinmektedir ve ¢ok kararlidir.

HN}_ _((NH
HN NH HN NH
»—NH HN—4

HN NH

Cl Cl
Sekil 6. Klorheksidinin molekiiler yapisi.
Etki mekanizmasi

Klorheksidin, katyonik ytikleri nedeniyle bakterilerin negatif yiiklii hiicre
duvarlaria elektrostatik olarak penetrasyon gostermektedir ve hiicre gegirgenligini
artirmaktadir (108). Konsantrasyonuna bagli olarak, CHX hem bakteriyostatik hem de
bakterisidal etkilere sahip olabilmektedir. CHX, yiiksek konsantrasyonlarda bir
deterjan gorevi goriir ve bakterisit etkisini hiicre zarina zarar vererek gosterir. Diisiik
konsantrasyonlarda ise bakteriyostatiktir ve diisiik molekiiler agirlikli maddelerin,

hiicre kalic1 olarak hasar gérmeden disar1 sizmasina neden olmaktadir (109).
Antimikrobiyal aktivitesi

Gram pozitif, gram negatif, fakiiltatif ve anaerob bakterilere ve Candida
albicans (C. albicans) basta olmak iizere baz1 mantar tiirlerine kars1 etkili olan CHX,
genis spektrumlu antimikrobiyal 6zellige sahiptir (106). CHX in irrigasyon soliisyonu
olarak antimikrobiyal etkinligi konsantrasyonuna baglidir. %2 konsantrasyonlu
CHX’in, %0,12 konsantrasyonlu CHX’ten daha iyi antimikrobiyal etkinlige sahip
oldugu bir ¢alismada gosterilmistir (110). NaOCl ve CHX’in etkinliginin
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karsilastirildigi bir meta-analizde iki soliisyonun antimikrobiyal etkinligi arasinda
anlamli bir fark bulunmamisken (111), biyofilm iizerine yapilan bir ¢alismada, %6'l1k
NaOCl biyofilmi tamamen uzaklastirirken, CHX ¢ozeltisinin biyofilm yapisi iizerinde

hi¢bir etkisi olmadig1 goriilmistiir (112).
2.3.1.4. Deterjan Igeren Irrigasyon Soliisyonlar

Irrigasyon soliisyonu olarak ¢esitli kombinasyon fiiriinleri piyasaya
siriilmiistiir. Ornek olarak yiizey aktif maddeler (deterjan) ve/veya antimikrobiyal
bilesenler ile karistirilmis EDTA veya sitrik asit sollisyonlar:1 verilebilir. Deterjan
eklemekteki amag, irrigasyon soliisyonunun ylizey gerilimini diislirerek dentin
tiibiillerine penetrasyonunu artirmak ve sollisyonun antimikrobiyal etkinligini

artirmaktir.
2.3.1.4.1. BioPure MTAD

Torabinejad ve Johnson tarafindan (113), 2003 yilinda gelistirilen BioPure
MTAD (Dentsply/Tulsa, Tulsa, OK), %3 doksisiklin, %4,25 sitrik asit ve deterjan
(Tween 80) bilesenlerinden olusan bir irrigasyon ajanidir. Igerigindeki doksisiklin
antimikrobiyal etkinligi saglarken, sitrik asit selatdr ajan gorevi goriir. I¢cerigindeki

deterjan ise, soliisyonun yiizey gerilimini diisiirme amaciyla kullanilir (114).

MTAD’nin, sitrik asit igermesi ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi
nedeniyle pH'1 (2,15) disiiktir (12). Uygun kullanim olarak, kok kanal tedavisi
sirasinda %1,3 NaOCl ve ardindan smear tabakasini uzaklastirmak icin MTAD
kullanilmast onerilmistir (115). MTAD ile EDTA’nin smear tabakasinin inorganik
kismin1 uzaklastirma acisindan etkinligi kiyaslandiginda, anlamli bir fark
bulunmamistir (116). Ancak yapilan calismalarda MTAD’nin igerigindeki sitrik
asitten dolay1 daha fazla dentin erozyonuna yol actigi bazi arastirmacilar tarafindan

belirtilmistir (117).
2.3.1.4.2. QMix

QMix (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK), NaOCI’nin ardindan
final irrigasyon ajani olarak kullanilmak iizere iiretilmis bir soliisyondur (118). Igerik

olarak CHX, deterjan olarak triklosan ve dekalsifiye edici ajan olarak EDTA
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icermektedir (119). QMix’in kok kanal duvarindan smear tabakasi uzaklastirma
kapasitesinin, EDTA’ya benzer oldugu bildirilmistir (120). Icerigindeki CHX ten
dolay1, NaOCl’nin ardindan kullanildiginda renkli ¢okelti olusmamas1 amaciyla, iki

soliisyon arasinda distile su ile kok kanallar1 irrige edilmelidir (121).
2.4. Nanopartikiiller

Nanobilim ¢ok kii¢iik boyuttaki yap1 ve molekiillerin incelenmesini ve
nanoteknoloji de bu yap1 ve molekiillerin kimya, biyoloji, fizik, saglik, materyal bilimi
ve miithendislik gibi birgok alanda uygulanmasin ifade eder (122). ‘Nano’ 6n eki
Yunanca ‘ciice’ anlamina gelen kelimeden tiiremis olup, bir metrenin milyarda birine
(10° m) karsilik gelmektedir. Nanoteknolojinin tarihcesine bakildiginda, MS 4.
yiizyilda, Romalilar tarafindan, cam bir kupada (Lycurgus Kupasi) altin ve giimiis
nanopartikiillerinin kullanmilmis oldugu gosterilmistir (123). 9-17. yiizyillarda Islam
diinyasinda ve daha sonraki donemlerde Avrupa'da kullanilan parlak, 1siltili
seramiklerde giimiis ve bakir gibi nanopartikiillerin bulundugu gosterilmistir (124).
1857 yilinda Michael Faraday altin nanopartikiilleri iizerine calismistir (123).
Nanoteknoloji konsepti ilk olarak 1959 yilinda Richard Feynman tarafindan
tanitilmistir (123). Sonrasinda, 1974'te, Norio Taniguchi "nanoteknoloji™ terimini ilk
kez kullanmis ve "nanoteknoloji esas olarak malzemelerin bir atom veya bir molekiil
tarafindan ayrilmasi, birlestirilmesi ve deformasyonunun islenmesinden olusur”
seklinde tanimlamistir (125). 1991 yilinda Drexler, Peterson ve Pergamit, tip
uygulamalarinda “nanobotlar” veya “birlestiriciler” terimlerini ve ardindan “nanotip”

terimini tanitmislardir (126).

Avrupa Komisyonu, bir materyalin nanomateryal olarak kabul edilebilmesi
i¢in, i¢indeki dogal veya iiretilmis partikiillerin %50 veya daha fazlasinin en az bir dig
uzunlugunun 1-100 nm arasi boyutlarda olmasi gerektigini bildirmistir (127). Yiiksek
ylizey alani/hacim orani, ultra kiigiik boyutlar1 ve yiiksek baglanma kapasiteleri gibi
bircok avantaja sahip olan nanopartikiillerin mekanik, optik, kimyasal ve elektriksel
ozellikleri modifiye edilebilmektedir (128). Etki mekanizmalari, elektrostatik
etkilesim ile hiicre membranini kesintiye ugratma, metal nanopartikiillerin metal iyon
homeostazi1 ile hiicre fonksiyonunu bozma, reaktif oksijen iirlinlerinin hiicrede

oksidatif stres olugturmasi ile hiicre membraninda kesintiye yol agma, amino asitlerin
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oksidatif siirecini katalize ederek protein ve enzim disfonksiyonuna sebep olma,
elektriksel yol ile niikleik asit molekiilleri ile etkilesime girerek DNA replikasyonu

stirecini bozma olarak siralanabilir (128).

Dis hekimliginde nanopartikiiller, diisiik sitotoksisiteleri, antimikrobiyal
Ozellikleri ve gelismis protein-yiizey etkilesimleri nedeniyle kullanilabilmektedir
(129). Nanopartikiillerin biyomateryaller ile birlestirilmesi, materyallerin optik,
kimyasal, elektriksel ve mekanik dzelliklerini iyilestirebilir (130). Ornegin, kompozit
dolgu maddeleri ve adeziv sistemler igerisine nanopartikiillerin eklenmesi ile bu
materyallerin ~ gerilme ve sikisma dayanimi gibi  mekanik  6zellikleri
iyilestirilebilmektedir ~ (129).  Nanopartikiil ~ igerikli ~ biyomateryaller, dis
remineralizasyonu, yumusak ve sert doku rejenerasyonu, anestezik soliisyonlar,
hipersensitivite tedavileri, periodontal hastalik ve restoratif dis tedavisi dahil olmak
tizere ¢esitli dis hekimligi uygulamalari i¢in kullanilir hale gelmistir (131). Protetik dis
tedavisi alaninda, protezlerin igeriginde bulunan nanopartikiiller protez stomatiti
ihtimalini diistirmektedir ve protezin kirilmaya karsi direncini artirmaktadir (132).
Titanyum implantlarin yiizeylerine yapilan nanopartikiil kaplamalar, antibakteriyel
etkileri nedeniyle peri-implantitis enfeksiyonunu 6nlemektedir (129). Nanopartikiiller,
periodontal ligament hiicrelerini  stimiile edebilir ve periodonsiyumun
rejenerasyonunda etkili olabilir (129). Ayrica, nanopartikiiller, kontrollii ila¢ dagitim
sistemlerine eklendiginde, tiimoral olusumlara kars1 hiicre apoptozisine sebep olabilir

ve tiimoriin yayilimini engelleyebilir (129).

Endodonti alaninda nanopartikiillere iliskin aragtirmalar antimikrobiyal
etkinlik, dentinin mekanik 6zelliklerini iyilestirme, biyofilm eliminasyonu, dentin agir1
duyarliliginin tedavisi ve rejenerasyon tedavisi konularini kapsamaktadir (133-135).
Nanopartikiiller, kanal dolgu patlarinda, kdk tamir materyallerinde ve irrigasyon
soliisyonlarinda kullanilabilmektedir (136). Ayrica rejenerasyon tedavisinde de
nanopartikiillerin ¢esitli formlar1 kullanilmaktadir (136). Bir ¢alismada, nano
hidroksiapatit icerikli nanoliflerin in vitro ve in vivo modellerde dental pulpa kok
hiicrelerinin odontoblast benzeri hiicrelere dogru farklilagmasini artirdigi bildirilmistir
(137). Bir bagka ¢alismada, dental pulpa kok hiicrelerinin odontojenik farklilasmasinin
nanofibroz polilaktik asit (NF-PLLA) yap1 iskelesi, kemik morfogenetik protein 7 ve

deksametazon kombinasyonunun tek bagina deksametazondan daha etkili bir sekilde
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indiikledigini gostermektedir (138). Nanopartikiillerin kok kanalinda enfeksiyona
sebep olan mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu bilinmektedir (17). Bu nedenle, son
yillarda endodonti alaninda nanopartikiillerin irrigasyon ve kanal i¢i medikamentlerin
igeriginde kullanim popiiler hale gelmistir (17). irrigasyon sirasinda nanopartikiillerin
kullanimu, kii¢iik boyutlarindan dolay1 kok kanalinin kompleks anatomisine ve dentin
tiibiillerine soliisyonun daha iyi diffiize olmasini saglayabilir (136). Nanopartikiil
icerikli soliisyonlarin, enfekte kok kanallarinda siklikla bulunan E. Faecalis’e kars
antimikrobiyal etkinlik sagladig1 gosterilmistir (139, 140). Ayrica, kanal irrigasyonu
sirasinda nanopartikiil icerikli soliisyon kullaniminin dentinin mekanik 6zelliklerini

iyilestirebilecegini bildiren ¢alismalar vardir (141-144).

Nanopartikiiller koken aldiklar1 yapiya, yapisal konfigilirasyonlarina ve
caplarma gore simiflandirtlirlar (128). Koken aldiklart yapiya gore dogal ve sentetik,
caplarina gore sifir, bir ve iki boyutlu olarak, yapisal konfigiirasyonlarina gore karbon

bazli, metal ve dendrimer olarak ayrilirlar (Sekil 7).

Dogal: Gimus, Bakir
Sentetik: Kitosan, Grafen

Sifir boyutlu veya nanoyapilar

iki boyutlu veya ince filmler

Karbon bazli: Grafenler

Metal bazli: Demir oksit ve gimius

nanopartikiller
Dendrimerler

-
-
.

Sekil 7. Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi.

2.4.1. Metal icerikli Nanopartikiiller

Giimiis nanopartikiiller (AgNP), antimikrobiyal etkinlige sahip materyallerin,
elektronik  ve kozmetik {rlinlerin  ve  kompozit fiberlerin  yapisinda
kullanilabilmektedir (145). AgNP biyomateryallerin igerisine eklenerek, mikrobiyal
biyofilm olusumunu azaltabilir (146). Genis yiizey alan1 ve kii¢iik boyutlari sayesinde,
bakteri hiicre zarin1 kolayca kesintiye ugratarak antimikrobiyal etkinlik saglarlar

(129). Bakterisidal etkinligin, boyutu 10 nm’den kiigiik olan nanopartikiillerde daha
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fazla oldugu gosterilmistir (147). AQNP, DNA replikasyonunu onleyerek bakterilerin
cogalmasimi da engelleyebilir (148). AgNP biyouyumludur, diisiik toksisite ve uzun
stireli antimikrobiyal etkinlik gosterir (123).

Kanal dolgu patlarinin  igerigine = AgNP  eklendiginde,  diisiik
konsantrasyonlarda yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi gosterilmistir (149).
Kanal dolgu patlarina AgNP eklenmesi, E. faecalis, Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) ve Escherichia coli (E. coli)'ye kars1 antimikrobiyal etkinligi artirmigtir
(150). Ayrica, AgNP igerikli pat kullaniminin, dentin remineralizasyonunu indiikledigi
bildirilmistir (151). Bunlarin yaninda, nanopartikiil eklenmesinin kanal dolgu
patlarinin fiziksel 6zellikleri tizerinde olumsuz etki yaratmadigi gosterilmistir (150).
Bagka ¢aligsmalarda ise AgNP ile kaplamanin, merkezi kanal dolgu maddesi olan guta-

perkanin, antimikrobiyal 6zelligini artirdig bildirilmistir (152, 153).

Altin nanopartikiiller, sekil ve ylizey 6zelliklerine bagh olarak kanser teshisi,
tedavisi ve radyoterapide kullanilmaktadir (154). Altin nanopartikiiller, antibakteriyel
ve antifungal etkinlik gosterir (146). Altin nanopartikiillerin, diger metal icerikli
nanopartikiillerden daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (155).

Demir oksit nanopartikiiller, manyetik rezonans goriintiileme (MRI), ilag
uygulamalar1 ve gen terapisi gibi alanlarda kullanilirlar (156). Ayrica bu
nanopartikiiller, hiicrelerde biyosensor olarak islev goren benzersiz optik 6zellikleri

nedeniyle gesitli teshis ve goriintiileme tekniklerinde kullanilirlar (157).

Bir calismada, AgNP ile karistirilmis kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2) pati, ti¢li
antibiyotik pat (TAP) ile karsilagtirildiginda, anlamli fark olmasa da, daha yiiksek bir
antibiyofilm etkisi gostermistir (158). Bir baska ¢alismada, kanal i¢i medikament
olarak kullanilan AgNP igerikli Ca(OH)2 patinin, AgNP igermeyen Ca(OH)2 patina
kiyasla daha fazla renklenmeye yol agmadigi belirtilmistir (159). Diger bir ¢alismanin
sonucunda, kok kanal dezenfeksiyonu sirasinda AgNP'lerin Nd: YAG lazer ile
uygulanmasi onerilmistir (160). Altin nanopartikiilleri ile yapilan bir ¢aligmada ise,
dental verniklerin icine eklenen nanopartikiillerin mine remineralizasyonunu énemli
Olgiide indiikledigi bulunmustur (161). Ancak, metal igerikli nanopartikiiller

renklenmeye neden olabildikleri i¢in dis hekimligi alaninda kullanimlar1 sinirhdir.
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2.4.2. Biyoaktif Cam Nanopartikiilleri

[lk olarak 1970’lerde fiiretilen biyoaktif cam nanopartikiilleri, degisen
konsantrasyonlarda silisyum dioksit (SiOz2), sodyum oksit (Na20) ve fosfor pentoksit
(P20s) ana bilesenlerinden olusmaktadir (162). Alkalen pH’1 ve osmotik basinca etkisi
antimikrobiyal etkinligini saglamaktadir (123). Ayrica, kalsiyum-fosfat ¢okeltisi ile
demineralize dentin ylizeyinin remineralizasyonunu saglamaktadir (128). Bir
calismada, biyoaktif cam nanopartikiillerinin E. faecalis'e karsi etkili oldugu
bulunmasina ragmen, etkinliginin CHX ile birlikte kullanildiginda 6nemli olgiide
arttig1 bildirilmistir (163). Baska bir ¢alismada da, biyoaktif cam nanopartikiillerinin,
E. faecalis biyofilmine kars1 oldukea etkili oldugu bildirilmistir (164). Bir ¢alismada
biyoaktif cam nanopartikiilleri kok ucu dolgu materyali igerigine ilave edilmis ve
materyalin fizikokimyasal 6zelligi ve biyouyumlulugu, mineral trioksit agregattan
(MTA) daha iistiin bulunmustur (165).

2.4.3. Karbon Bazh Nanopartikiiller

Karbon bazli nanopartikiiller, ana sinifi olan karbon nanotiipler, tek duvarli ve
cok duvarli tiirleri igerir (166). Karbon nanotiipler fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
sayesinde ila¢ tasiyiciligt ve doku miihendisligi uygulamalar1 gibi biyomedikal
alanlarda kullanilirlar (167). Ayrica stabilite degerleri yiiksektir. Arastirmacilar,
olumlu fizikokimyasal 6zellikler sergilemesi ve ayrica antimikrobiyal etkinlige sahip
olmasindan dolay1 karbon nanopartikiillerinin endodontide kanal i¢i medikament
olarak kullanilabilen bir antibiyotik olan amoksisilin i¢ine ilave edilebilecegini
gostermistir (168). Bununla birlikte, uzun siireli kullanimla beraber canli dokular igin
toksik olduklar tespit edilmistir, bu sebeple karbon nanopartikiillerinin giivenilirligi
stiphelidir (169).

2.4.4. Kitosan

Kitosan, yenge¢ ve karides kabugunda bulunan kitinin deasetilasyonu yoluyla
elde edilen, biyo¢oziiniir bir polisakkarittir (Sekil 8) (19). Kitin dogal bir madde
oldugu igin, kullanim1 hem ekolojik hem de ekonomik olarak tercih edilen bir

materyaldir (170). Kitosan, yiiksek biyouyumluluk, biyoaktivite, se¢ici gegirgenlik,
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adsorpsiyon kapasitesi, antimikrobiyal aktivite ve selasyon ozelligi gosterir (171).
Bunlarin yaninda kitosanin, antioksidan, antitiimoral ve antiinflamatuar 6zellikleri de
bulunmaktadir (172). Kitosan, toz (mikro ve nanopartikiiller), hidrojel, film, iskele ve
kapsiil gibi ¢esitli formlarda bulunmasi nedeniyle tip alaninda kullanimi artmistir
(173). Kitosan nanopartikiilleri, basta deri ve kemik olmak {izere farkli doku tiplerinin
rejenerasyonunda ve ayrica birgok biyomedikal ve farmasétik uygulamada
kullanilmaktadir (174).

Molekiil agirligi, deasetilasyon derecesi, partikiil boyutu ve yiizey alani gibi
faktorler, kitosanin kalitesini belirlemektedir (175). Kitosanin molekiil agirligi,
viskozite ve ¢Oziiniirligiinii etkiledigi i¢in onemli bir parametredir (176). Kitosanin
molekil agirligr 20 ila 1200 kDa arasinda degismektedir (177). Molekiil agirligina
gore kitosan diisiik, orta ve yliksek molekiil agirlikli olarak iice ayrilir. Molekiil agirligi
151k difiizyonu ile belirlenebilir ancak viskozimetri yontemi en sik kullanilan

yontemdir (178).

OH

TO O HO B~

HO 8O 'e)
NH,

a OH In

Sekil 8. Kitosanin formiilasyonu.

Kitosanin ekstraseliiler matriksin molekiiler bilesenine benzer yapiya sahip
hidrofilik bir polimer oldugu ve ¢ok sayida hidroksil ve amin gruplarindan olustugu
gosterilmistir (179). Kitosan asidik pH’a sahip olmasindan dolay1 metal iyonlarina
anlamli derecede selasyon kapasitesi gosterir (22). Kitosan ¢ok iyi antibakteriyel,
antiviral ve antifungal oOzelliklere sahiptir (23). Bu ozellikleri sayesinde, diger
nanomalzemelere gore daha sik biyomedikal alanda kullanimi tercih edilmektedir
(180). Kitosan polikatyonik yapisi sayesinde, negatif yiiklii bakteri yiizeyiyle
etkilesime girerek bakterinin hiicre permeabilitesinin degisimine ve intraseliiler
bilesenlerin sizmasina neden olur (23-25). Bunu, kitosanin amonyum iyon ((NH3)+)

gruplar1 ile hiicre zar1 bileseni olan fosfolipidin fosforil gruplari arasindaki



24

elektrostatik etkilesim saglamaktadir (181). Ayrica, kitosan mikroorganizmalarin
¢ekirdegindeki DNA’ya baglanarak mRNA sentezini inhibe eder ve bdylece protein
sentezini engeller (25). Endodonti alaninda, antimikrobiyal etkinligi nedeniyle, kanal
ici medikament olarak siklikla kullanilan Ca(OH)2 ile karsilastirildiginda, kitosan
nanopartikiillerinin enfekte kok kanal sisteminde bulunan direngli bir mikroorganizma

olan E. faecalis’i elimine etmede etkili oldugu gosterilmistir (182).

Bir arastirmada, Kitosanin nanopartikiil olusturarak CHX’1 tutabildigi ve en az
48 saat boyunca siirekli salinimini sagladigi, glutatyon (GSH) ile konjuge edilerek ilag
salimimi yapabildigi ve kitosan-GSH-CHX {igliisiiniin dis yiizeylerine tutunabildigi
gosterilmistir (183). Bu nedenle, kitosan nanopartikiilleri, giinliik agiz bakimina
yonelik terapdtik ajanlara ilave edilebilir ve erken ¢iirik lezyonlarinin
remineralizasyonunda etkili olabilir (184). Diisiik molekiiler agirlikli kitosan
nanopartikiillerinin, Streptococcus mutans (S. mutans) tizerinde yiiksek antimikrobiyal
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (185). S. mutans’in ¢iiriikle en sik iliskilendirilen
mikroorganizmalardan  biri  oldugu g6z Oniinde tutuldugunda, Kkitosan

nanopartikiillerinin kullanim dis ¢iiriiklerini 6nlemede etkili bir yol olabilir.

Literatiirde, kitosan nanopartikiillerinin epoksi rezin, biyoseramik ve
Ca(OH)2 esasli kanal dolgu patlarinin igerigine eklendigi ¢aligmalar mevcuttur
(186-188). Del-Carpio ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada (186), kitosan
nanopartikiilleri Ca(OH)2 igerisine eklendiginde, patin E. faecalis iizerine
etkinliginin arttig1 goriilmiistiir. Del-Carpio ve arkadaslarinin yaptigi bir baska
calismada (187) ise, epoksi rezin ve kalsiyum silikat bazli iki farkli patin igerigine
kitosan nanopartikiilleri eklendiginde kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha disiik
miktarda biyofilm olustugu goriilmiistiir. Pattanaik ve arkadaslari (188), %2
konsantrasyonlu kitosan nanopartikiilleri eklenmis kanal dolgu patlarinin, C.
albicans tizerindeki antifungal etkinligi artirdigini1 bildirmistir. Antimikrobiyal ve
antiplak ozelliklerinden dolay1 kitosan nanopartikiilleri, konsantrasyona bagh
olarak flor iyonlarinin salinimini ve materyalin dayanikliligini artirdigi igin cam

iyonomer simanin igerigine de ilave edilebilmektedir (189).

Kitosanin irrigasyon soliisyonu olarak kullanildigi birgok ¢alisma literatiirde

mevcuttur (Tablo 1). Bir ¢calismada, kok yiizeyine ¢apraz baglanmis biyopolimerik
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nanopartikiil uygulamasi  sonras1  fonksiyonel gerilme dagilim paterni
degerlendirilmistir (143). Calismada kok kanal preparasyonu ve %2,5 NaOCl ile %17
EDTA uygulamas1 sonrasi, kok dentini suda ¢odziinen karboksimetil kitosan soliisyonu
(CMCS) igindeki kitosan nanopartikiilleri ve etil karbodiimid (EDC)/ N-
hidrosiiksinimid (NHS) ile 8 saat boyunca ¢apraz baglanmistir. Calisma sonucunda,
capraz bagl kitosan uygulamasinin, prepare edilmis kok dentinindeki gerilme
dayanim kuvvetlerinin dagilimini iyilestirdigi bulunmustur (143). Aydin ve
arkadaslar1 (190), %6 NaOCl irrigasyonu sonrasi, %0,2 kitosan, Qmix ve %17 EDTA
uygulamasinin bir kalsiyum silikat esasli kok kanal dolgu patinin dentin tiibiilii
penetrasyonuna etkilerini konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) kullanarak
aragtirmislardir. Bu c¢alismanin sonucunda, kitosan ile yapilan final irrigasyon en
diisiik kanal dolgu pati penetrasyonu ile iliskilendirilmis ve buna sebep olarak,
kitosanin smear tabakasini diger ajanlar kadar uzaklastirmamis olma ihtimali
gosterilmistir. Diger yandan, Silva ve arkadaslarinin (191), ¢ekilmis dislerin kok
kanallarin1 %1°lik NaOCl ile yikadig1 ve ardindan %0,2 kitosan, %15 EDTA, %10
sitrik asit veya %1 asetik asit ile irrigasyon yaptig1 calismalarinda, soliisyonlarin smear
tabakasi uzaklastirma kapasiteleri degerlendirilmis ve EDTA ve kitosanin smear
uzaklastirma kapasiteleri yiiksek ve birbirlerine benzer bulunmustur. Benzer sekilde,
Kamble ve arkadaslarinin ¢aligmasinda (192), %3 NaOCI irrigasyonu sonrasi %17
EDTA veya %0,2 kitosan ile kanallar yikanmis ve taramali elektron mikroskobu
altinda yapilan incelemelerde kitosanin smear uzaklastirma agisindan etkili bir
soliisyon oldugu bulunmustur. Ozlek ve arkadaslar1 (170), %5,25 NaOCI irrigasyonu
sonrasi, %0,2 kitosan, %17 EDTA veya salin ile kok kanallarin1 yikamislar ve bir kok
kanal dolgu patinin itme-baglanma dayanimini analiz etmisler ve kitosan grubu igin,
EDTA grubuna gore anlamli derecede daha fazla baglanma dayanimi degeri
bildirmislerdir. Bagka bir ¢alismada, farkli soliisyonlarin dentinin mikrosertligine
etkileri incelenmis ve EDTA ile kitosan soliisyonlarinin dentin mikrosertligini
diistirdiigli, NaOCl’nin ise dislerin mikrosertligini degistirmedigi gosterilmistir (193).
Diger yandan, baska bir ¢alismada dentin kolajeni kimyasal ve fotodinamik capraz
bagli CMCS ile muamele edilmis ve kolajenin yapisal 6zelliklerinde degisimleri ve
enzimatik ¢oziinmeye kars1 direnci arastirilmistir (21). Calismada kimyasal gapraz
baglama %?2,5 gluteraldehit, 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil)-karbodiimide (EDC)/ N-
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hidroksisuksinamid (NHS) (2:1; EDC/NHS) veya %1 CMCS+EDC/NHS ile 6 saat
stire boyunca uygulanarak gergeklestirilmistir (21). Fotodinamik ¢apraz baglama ise
rose bengal (RB) veya %1 CMCS+RB ile 15 dakika uygulanarak ve 1sikla 6,5 dakika
(540 nm, 20 J/cm?) aktive edilerek yapilmustir. Calismanin sonucunda, CMCS ile
capraz bagli kolajenin sertliginin ve direncinin arttigi gosterilmistir (21). Kishen ve
arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada (194) ise, kitosan nanopartikiilleri (KNP) ile
capraz baglanan dentin kolajeninin stabilitesi ve Kkolajenaz enzimine direnci
degerlendirilmistir. KNP kimyasal olarak 5 mM EDC ve 5 mM NHS kullanilarak RB
ile capraz baglanmistir. RB ile ¢apraz bagli kitosanin fotoaktivasyonu canli E. faecalis
sayisini azaltmis ve biyofilm tabakasina zarar vermistir (194). Nanopartikiillerin
biyofilme penetre olabilmesi i¢in boyutlariin 50 nm’den kii¢iik olarak hazirlanmasi
onerilmektedir (195). Ayrica, RB ile capraz bagl kitosanin fotoaktivasyonu dentin
kolajeninin mekanik direncini artirmistir (21). Benzer sekilde bir bagka ¢alismada da,
dentinin kitosan nanopartikiilleri ve ¢apraz baglayici ajanlar ile muamelesi sonrasi
bakteriyel yikima daha direncli hale geldigi gosterilmistir (142). Kitosan, i¢erigindeki
yiiksek nitrojen (%6,89) seviyesinden dolayr selasyon ajani olarak da kullanilabilir
(196). Bir c¢alismada, kitosan-sitrik asit soliisyonunun kanal duvarindan smear
tabakasin1  uzaklastirma kapasitesi arastirilmustir  (197). Kitosan-sitrik  asit
soliisyonunun smear tabakas1 uzaklastirma etkinligi, %10 sitrik asitten anlaml 6l¢iide

daha iyi bulunmustur (197).



27

Tablo 1. Kok kanal irrigasyonunda kitosan kullanan ¢alismalarin 6zeti

Yaymn Kullanilan Soliisyon Uygulama Incelenen etki
soliisyonlar miktar1  siiresi
Silva ve ark. NaOCI ara irrigant 1mL 3dk Smear tabakasinin
(2012) Kitosan 5mL 5dk uzaklastirilmasi
(198)
Silva ve ark. NaOCI+EDTA 5mL 3dk Smear tabakasinin
(2013) NaOCI+Kitosan uzaklastirilmasi
(191) NaOCI+Sitrik asit
NaOCI+Asetik asit
Perochena  NaOCI 3mL NaOCl Antibakteriyel etkinlik
ve ark. NaOCI+EDTA 20dk
(2015) NaOCI+EDTA+KNP EDTA 3dk
(171) NaOCI+KNP KNP 3dk
Kishenve  Gluteraldehit 100 uL 12 saat Capraz baglh kitosanin
ark. (2016) EDC/NHS kolajen stabilizasyonuna
(142) KNP+EDC/NHS etkisi
KNP
Thota ve Kitosan+ 1 dk 5mL - Irrigasyon sonras1 kok kanal
ark. (2017)  NaOCI dolgu patinin dentin tiibiil
(87) EDTA+ 1 dk NaOCI penetrasyonuna etkisi
Sahave ark NaOCI - 15 dk Dentin mikrosertligine etkisi
(2017) EDTA
(193) Kitosan
Morinda Citrifolia
Juice
Jaiswal ve.  NaOClI 3mL 10 dk Antibakteriyel etkinlik
ark. (2017)  Asetik asit
(199) Propolis
Kitosan
Klorheksidin
Salin
Yadav ve Kitosan 1mL 10 dk Antibakteriyel ve antifungal
ark. (2017)  Klorheksidin etkinlik
(200) NaOClI
Salin
Li ve ark. Arairrigant NaOClI 6 mL Dentin kolajenlerinin
(2018) Sonirrigant EDTA  1mL 3dk nanopartikiillerle capraz
(143) Karboksimetil - 8 saat baglanmasi sonrasi kolajenin
kitosan mekanik stabilizasyonu
Ozlek ve NaOCI+Kitosan 5SmL NaOCl 1 Irrigasyon sonrasi kok kanal
ark. (2019) NaOCI+EDTA dk, dolgu patinin itme-baglanma
(170) NaOCI+Salin digerleri ~ dayanimina etkisi
2 dk
Aydin ve NaOCl arairrigant 20 mL Irrigasyon sonrasi kok kanal
ark. (2019) EDTA 5mL 1dk dolgu patinin dentin tiibiil
(190) Qmix penetrasyonuna etkisi
Kitosan

dk: dakika, EDC/NHS:1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimide/N-hidroksisuksinamid, EDTA:
Etilendiamidtetraasetik asit, KNP: Kitosan nanopartikiilii, NaOCI: Sodyum hipoklorit
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2.5. Capraz Baglayic1 Ajanlar

Kolajen fibriller, ekstraseliiler matriksin ana mekanik bilesenidir (201).
Dentinin organik matriksinin %901 tip I kolajen fibriller olusturmaktadir (37).
Kolajen molekiilleri biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu ve kendi kendine
birlesen fibril olugturma 6zelliklerine sahiptir (202). Dogal kolajenin potansiyeli zayif
mekanik dayanikliligi, yetersiz termal stabilitesi ve enzimlere kars1 direncinin diisiik
olmas1 sebebi ile simuirlidir (202). Bu sebeple kolajen bozunmasini azaltmak ve
mekanik stabiliteyi gelistirmek i¢in kolajenin molekiiler yapisini degistirebilen dig
kaynakli kimyasal, fiziksel veya biyolojik capraz baglama yontemleri arastirilmaya
baslanmustir (203, 204). Capraz baglama uygulandiginda kolajenin sertliginde, gerilme
kuvvetinde ve sikistirma dayaniminda artis goriilmektedir (205-209). Kolajen yap1
iskeletinin mekanik 6zelliklerini iyilestirmek ve bakteri kaynakli kolajenaza karsi

dayanikliligini artirmak i¢in ¢apraz baglayici ajanlar kullanilabilir (210).

Kimyasal ¢apraz baglayici ajanlar ve kolajen arasindaki bag yoluyla, kolajen
fibrilleri arasinda ve iginde eksojen capraz baglar meydana gelmektedir (202).
Genellikle kisa siirede ¢apraz baglama yapmasi ve yiiksek dayanikliligi sebebiyle
gluteraldehit en sik kullanilan kimyasal ¢apraz baglama ajanidir (27). Glutaraldehit,
kolajen fibrillerinin peptidil lizin/hidroksilizin amino gruplariyla reaksiyona girerek,
kendileri ve kolajen molekiilleri arasinda ¢apraz baglar olusmasini saglar (211). Ancak
capraz baglamadan sonra, kolajende asili kalan molekiilleri yiiksek sitotoksisite

gosterdigi i¢in farkli ajan arayislarina gidilmistir (29, 212).

Gluteraldehite alternatif olarak, suda ¢6ziiniir ve biyouyumlu bir karbodiimid
olan etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC), amino baglarin1 ¢apraz
baglamak i¢in kullanilabilir (213). Ayrica, N-hidroksisiiksinimit (NHS) capraz
baglant1 etkinligini artirmak igin stabilizator olarak kullanilabilir (213). Ancak, bu
kimyasal ajanlarin uygulama siireleri zaman alicidir ve belirli konsantrasyonlarin

tizerindeki EDC ve NHS sitotoksisite riski olusturabilir (214).

Reaktif oksijen molekiilleri bakterilerin proteinlerine, membran lipidlerine ve
niikleik asitlerine zarar vererek hiicre 6liimiine yol agmaktadir (215). Fotodinamik
terapi, bu reaktif oksijen molekiillerinin olusumuna yol acan biyouyumlu bir 1s18a

duyarlilastiriciyr aktive etmek igin belirli bir 151k dalga boyunu kullanmaktadir (216).
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Ayrica, reaktif oksijen molekiilleri, hastalikli veya yapisi degismis kolajenin enzimatik
bozunmaya karsi direncini artirabilen kolajen fibrilleri arasindaki ¢apraz baglarin
sayisini artirmaktadir (216). Fotodinamik terapi, oOzellikle E. faecalis'e karsi
antimikrobiyal etkinligin artmasi i¢in nanopartikiillerle birlikte gelistirilmistir (136).
Bir ¢alismada, fotodinamik terapi RB ile konjuge edilmis kitosanin, sadece endotoksinleri
inaktive etmekle kalmayip ayni zamanda bir glin sonra mikroorganizmalar1 tamamen
ortadan kaldirabildigi (217) ve ayrica kolajen fibriller aras1 ¢apraz baglanmay1 artirarak

dentin matriksinin stabilitesini artirdig bildirilmistir (21).
2.5.1. Genipin

Genipin, gardenya bitkisinin meyvesinden dogal yollarla olusan bir organik
bilesiktir ve kolajen ¢apraz baglama ajani olarak etkili oldugu gosterilmistir (30).
Ayrica galismalarda, gluteraldehite kiyasla anlamli derecede daha diisiik sitotoksisite
gosterdigi ve inflamatuar reaksiyona neden oldugu bulunmustur (32, 33, 218). Bunun
yaninda, genipinin antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkileri oldugu da bildirilmistir
(34). Genipin, kolajen molekiillerinde molekiil i¢i veya molekiiller arasi ¢apraz baglar
olusturmak i¢in lizin, hidroksilizin veya arjinin serbest amino gruplariyla reaksiyona

girebilir (219).

Cekilmis disler tizerinde yapilan bir ¢alismada, genipin %0,5 konsantrasyonda
1 saat uygulandiginda, kompozit rezinin dentine baglanma dayanimi iizerinde anlamali
bir iyilestirme olusturmamistir (220). Bu sonug, uygulama siiresi yetersizligi ile
aciklanmustir (220). Bir diger ¢alismada, farkli genipin konsantrasyonlarinin (%0,01,
%0,1 ve %0,5) dis renklenmesine ve dentin stabilizayonuna etkileri incelenmistir
(221). Sonug olarak, hem renklenmede ve hem kolajenaz enzimine karst kolajen
stabilitesinde konsantrasyona ve zamana bagl bir artis goriilmistiir (221). Benzer
sekilde baska bir calismada, %0,625 konsantrasyonlu genipinin hem dis dokusunda
renklenmeye sebep oldugu, hem de kontrol grubuna gore, kolajen stabilizasyonunu
anlamli derecede artirdig1 bildirilmistir (222). Bir ¢alismada, genipinin dental pulpa
hiicrelerinin odontojenik farklanmasini uyardigi gosterilmis ve kolajenin yiizey
puriizliligi ile sikisma dayanimimi olumlu yonde etkiledigi bulunmustur (223). Bu
caligsmada, genipin 0,001, 0,01 ve 0,1 mmol/L olmak {izere farkli dozlarda uygulanmis

ve 0,1 mmol/L genipinin kolajeni renklendirdigi tespit edilmistir (223). Capraz
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baglayict ajanlarin dentinin gerilme dayanimina etkilerinin arastirildigi baska bir
calismada ise, %0,625 konsantrasyonlu genipinin dentinin gerilme dayanimini kontrol

grubuna ve gluteraldehite kiyasla anlamli olarak artirdigi bildirilmistir (35).

Glinlimiizde ¢liriigiin yalnizca bakteriyel iirtinlerle temastan kaynaklanan dis
minerallerinin fiziksel-kimyasal ¢6ziinmesiyle degil, ayn1 zamanda dentin organik
matriksinde bulunan kolajenazlarin indiiklenmesiyle de olusabilecegi bilinmektedir
(224). Dentin kolajenazlart kolajen ¢oziinmesine ve sonu¢ olarak lezyonun
ilerlemesine yol acar (225). Kolajenin bu ¢6ziinmesi, yeterli bir kolajen agina bagh
olan dentinin remineralizasyonunu engeller (226). Bu sebeple, bu ¢éziinmeyi en aza
indirgemek, dentini giiclendirmek ve bdylece olas1 kok kiriklarinin da 6niine gegmek

klinik olarak 6neme sahip bir konudur.

Kitosan nanopartikiil uygulamasinin, kanal tedavisinin rutin irrigasyon
protokolleri ile beraber yapilmasmin kok dentini iizerine etkilerine dair literatiirde
yeterli bilgi yoktur. Calismamizin amaci, NaOCl ve/veya EDTA soliisyonlar1 ile
irrigasyonun ardindan, tek basma veya genipin ile ¢apraz baglama sonrast kitosan
nanopartikiil uygulamasmin, enzimatik ¢oziinmeye karsi, kok dentininin
mikrosertligine, yiizey oOzellikleri ve kimyasal yapisindaki degisimine -etkilerini

incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu laboratuvar ¢alismas1 GO 20/504 numarali, 09.06.2020 tarihli Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan uygun bulunmus (Ek-1) ve
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan THD-2020-18995
numarali proje ile desteklenmistir. Calismamizin deney ve analizleri Hacettepe
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali1, Hacettepe Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi Ar-Ge Laboratuvari, Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Temel Bilimler Anabilim Dali, Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvar1 ve Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde

gergeklestirilmistir.
3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Bu galismada, yeni ¢ekilmis 90 adet kok gelisimini tamamlamus, ¢iiriiksiiz, kok
rezorpsiyonu bulunmayan, kok kirig1 veya catlak icermeyen, benzer uzunluk ve ¢apa
sahip tek kokli ve tek kanalli insan disleri kullanildi. Dislerin tek kanalli oldugu,
meziodistal ve bukkolingual yonden ¢ekilen periapikal radyograflarla dogrulandi. Her
bir 6rnegin uzunlugunun 15 mm olmasi amaciyla, kron kisimlar1 soguk su altinda
elmas separe ile uzaklastirildi. Elde kalan kok 6rneklerinin kanal yolu devamliligr 15
numarali K-tipi ege (Dentsply Maillefer, Ballaigues, isvicre) ile kontrol edildi ve
ardindan kok kanallar1 Protaper doner ege sisteminin (Dentsply Maillefer) SX egesi
ile baglayarak, son ege F3 egesi olacak sekilde sekillendirildi (Sekil 9). Bu ¢alismada,
dental kullanim igin iiretilmis %5 NaOCl (Werax, izmir, Tiirkiye) ve %17 EDTA
(Werax, Izmir, Tiirkiye) soliisyonlart kullanildi. Her ege arasinda, kanallar %5
konsantrasyonlu NaOCI ile irrige edildi. Kanal sekillendirilmesi bittikten sonra,
ornekler koronal yiizeyleri agikta kalacak sekilde akrilik rezin (Meliodent, Bayer Co.,
Almanya) i¢ine gomiildii (Sekil 10). Her bir 6rnegin yatay olarak ilk 1 mm’si koronal
diizensizlikleri gidermek ve standardizasyon saglamak amaciyla hassas kesit alma
cihazinda (IsoMet® 1000 Precision Sectioning Saw, Buehler, Lake Bluff, IL, ABD)
uzaklastirildt (Sekil 11). Ardindan orneklerden mikrosertlik analizi i¢in 3 mm
kalinliginda, fouirer doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) icin 1,5 mm

kalinliginda ve taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi i¢in 1,5 mm kalinliginda
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olmak tizere li¢ yatay kesit alind1 (Sekil 12). Elde edilen kesitler, dentin yiizeylerinin
piiriizlerden arindirilmas1 amaciyla, akan su altinda polisaj makinesi (Mecapol P230,
Presi, Fransa) kullanilarak silisyum karbiir agindiric1 kagitlar1 (180, 320, ve 600 grit)
(Buehler, Lake Bluff, IL, ABD) ile polisajlandk.

Sekil 9. Orneklerin hazirlanmast.

(a1

Sekil 10. Orneklerin akrilik rezin icine gdmiilmesi.
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Sekil 11. Kesit alma cihazi. Sekil 12. Dentin kesitlerinin alinmasi.

Mikrosertlik analizi i¢in 90 kesit, FTIR analizi i¢in 30 kesit ve SEM analizi
icin 36 kesit olacak sekilde ayrilan ornekler, final irrigasyonda uygulanacak

soliisyonlara gore, rastgele olacak sekilde asagidaki 6 gruba dagitildi:
Grup 1 (%5 NaOCl+%17 EDTA)
Grup 2 (%5 NaOCI+%0,5 KNP)
Grup 3 (%5 NaOCI+%17 EDTA+%0,5 KNP)
Grup 4 (%5 NaOCI+%0,5 KNP +%0,5 GE)
Grup 5 (%5 NaOCl+%17 EDTA+%0,5 KNP +%0,5 GE)

Grup 6 (Distile su)
3.2. Kitosan Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Kitosan nanopartikiilleri (KNP) igeren soliisyonun hazirlanmasi, dnceki bir
calismanin rehber alinmasiyla gergeklestirildi (227). KNP hazirlama siirecinde
nanopartikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (ZP) olmak {izere
3 parametre esas alindi (227). Literatiire gore, nanopartikiil boyutunun, KNP
soliisyonu igerisinden yapilan Olglimlerde, 10-1000 nm arasinda yer almasi
beklenmektedir (228). Endodonti calismalar1 incelendiginde, genellikle 70-200 nm
boyutlart arasinda nanopartikillerin elde edildigi goérilmektedir (171, 190). PDI,

soliisyon igerisindeki nanopartikiillerin boyut olarak birbiriyle tutarli olmas1 anlamina
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gelmektedir. Bu indeksin biiyiik olmasi nanopartikiil boyutlarinin genis bir aralikta,
kiiglik olmasi ise istenildigi sekilde dar bir aralikta olmasi anlamina gelmektedir (227).
ZP, soliisyonun yiikiinii ifade etmektedir. Kitosan pozitif yiiklii oldugu i¢in, bu degerin
artan pozitif yiikte olmasi, soliisyonun stabilitesini ifade etmektedir (229). Bir diger
deyisle, ZP’si yeterince yiiksek olan KNP soliisyonu, agregat olusturmayacak ve

giinler sonra bile kullanilir halde olacaktir.
3.2.1. Kitosan Nanopartikiillerinin Sentezi

KNP soliisyonu, sodyum tripolifosfat (TPP) ile beraber iyonik jelasyon
yontemi ile dretildi (227). Kitosan, TPP ve asetik asit konsantrasyonlarinin
nanopartiikiil boyutu ve dagilimi iizerindeki etkilerini belirleyip, stabil bir soliisyon
hazirlayabilmek igin, farkli konsantrasyonlar kullanilarak hazirlanan farkli deney
setleri ile farkl1 giinlerde birgok kere soliisyon hazirland1 ve analizleri yapildi. Ornek
alinan ¢aligsmalara gore, 200 nm’ye kadar, PDI degerinin 1’in altinda oldugu ve ZP
yiikiiniin +15’in tizerinde olmas1 hedeflenen KNP, asagidaki adimlar izlenerek elde
edildi (171, 227, 230):

Calisma boyunca istenilen konsantrasyonda istenilen miktarda herhangi bir
soliisyon hazirlanmasi i¢cin M1xV1=M2xV2 formiilii kullanildi. Literatiir bilgisine
dayanarak, sodyum kloriir (NaCl) varliginda hazirlanan soliisyonun daha stabil olmasi
beklenmektedir (231). Bu nedenle, hassas tart1 (Hanna Instruments, HI 190, RI, ABD)
kullanilarak agirlik 6lgtimii yapilan tuz, ultrasaf su icerisinde ¢ozdiirtilerek 0,2M NaCl
hazirland1 (Sekil 13). 1 mg/mL konsantrasyonunda kitosan soliisyonu hazirlamak igin
50 mg orta molekiil agirlikli kitosan tozu (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) NaCl
igeren ultrasaf su igerisinde ¢ozdiiriildii (Sekil 14). Kitosani1 ¢6zdiirmek i¢in %0,175
konsantrasyonlu asetik asit (Riedel-de Haen, Seelze, Almanya) hazirland1 (Sekil 15A).
Cozdirme islemi, manyetik karistirict (HI 190, Hanna Instruments, RI, ABD)
izerinde, %0,175 asetik asit soliisyonundan damla damla kitosan i¢eren soliisyonunun
izerine eklenmesi ile gergeklestirildi. Kitosan tozu tamamen ¢oziinene kadar asetik
asit eklenmeye devam edildi. Kitosan tamamen soliisyon igerisinde ¢dzlindiikten
sonra, oda sicakliginda 24 saat manyetik karistirici izerinde birakildi (Sekil 15B). Elde
edilen 1 mg/mL kitosan soliisyonu ana stok olarak kullanildi. 1 mg/mL ana stoktan,

0,5 mg/mL konsantrasyonlu kitosan soliisyonu hazirlandi. pH’in asidik olmasi1 daha
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kiigiik boyutlu nanopartikiillerin olusumunu saglamaktadir (227). Bu nedenle, pH
degerini 5 olarak ayarlayabilmek i¢in, duruma gore sodyum hidroksit (NaOH) veya
hidroklorik asit (HCI), soliisyon igerisine mikropipetler yardimiyla ilave edildi. 1
mg/mL konsantrasyonunda TPP soliisyonu, TPP’nin ultra saf su ile karigtirilmasi ile
ana stok olarak hazirlandi. Ardindan, 1 mg/mL ana stoktan, 0,35 mg/mL
konsantrasyonlu TPP soliisyonu elde edildi. pH degerini 9 olarak ayarlayabilmek i¢in,
duruma gore NaOH veya HCI, soliisyon igerisine mikropipetler yardimiyla ilave
edildi. Kitosan ve TPP orani 3’e 1 olacak sekilde, bir beher icerisine ilk dnce
hazirlanan kitosan soliisyonu eklendi ve tizerine insiilin enjektorii yardimiyla, damla
damla olacak sekilde, TPP soliisyonu ilave edildi. Karistm 700 rpm’de manyetik
alanda hazirlandiktan sonra, 30 dk manyetik karistiricida birakildi (Sekil 16). Bu
stirenin sonunda, elde edilen karigim santrifiij cihazinda 14000 rpm’de 30 dk santrifiij

edildi ve istte kalan kisim (slipernatant) uzaklastirildi.

Sekil 13. Hassas tartida NaCl miktariin 6lgiimii.
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Sekil 14. A) Toz formundaki kitosan, B) Kitosan miktarinin 6l¢iimii, C) NaCl igeren
ultrasaf suda kitosanin ¢ozdiiriilmesi.

Sekil 15. A) Asetik asit B) Manyetik karistirici lizerinde 24 saat birakilan soliisyon.
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Sekil 16. Manyetik karistirici izerinde, farkli deney setlerine ait, TPP ve Kitosan
iceren soliisyonlar.

3.2.2. Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu ve Stabilitesinin

Tespit Edilmesi

Sentezlenen KNP nin stabil olup olmadiginin tespit edilmesi i¢in farkli zaman
dilimlerinde (0, 1, 3, 5, 7, 10 ve 14 giin) Malvern Nano ZS ZetaSizer
(Malvern Instrument, Ingiltere) ile dlgiim yapilarak partikiil boyutu, PDI ve ZP
degisimleri o6lgiildi (Sekil 17). Partikiil boyutu, PDI ve ZP parametrelerinin giinler
igerisindeki degisimi istatistiksel olarak Kruskal Wallis testi kullanilarak analiz edildi
(p=0,05). 3. giindeki ZP degeri, 1. giine gore anlamli olarak fazlaydi (p<0,05). Bunun
disinda, analiz sonuglarinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Bu sonuglar, elde

edilen partikiiliin stabil oldugunu gostermektedir (Sekil 18).

Sekil 17. Malvern Nano ZS ZetaSizer.
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Sekil 18. A) Boyut stabilite grafigi B) PDI stabilite grafigi C) ZP stabilite grafigi.

3.2.2.1. Kitosan Nanopartikiillerin Boyut, Polidispersite ve Yiizey

Yiikiiniin Tespit Edilmesi

Kitosan nanopartiikiil soliisyonunu hazirlamak i¢in izlenecek adimlar yukarida
anlatildigr sekilde oturtulduktan sonra, bu adimlar takip edilerek, deneylerde
kullanilacak olan nihai soliisyon hazirlandi. Elde edilen final soliisyonun stabilitesi,
aymi giin, Malvern Nano ZS ZetaSizer (Malvern Instrument, Ingiltere) ile nanopartikiil
boyutu, PDI ve ZP olgiimleri 3 kere yapilip ortalamasi alinarak degerlendirildi.

Olgiimlerin birinden elde edilen sonug grafigi Sekil 19°da gosterilmektedir.

Diam. (nm) % Intensity ~ Width (nm) Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Z-Average (d.nm): 117.6 Peak 1: 157.2 956 9307 Zeta Potential (mV): 218 Peak1: 21.8 100.0 524
Pdi: 0.287 Peak2: 4543 26 860.1 Zeta Deviation (mV): 5.4 Peak2: 000 0.0 0.00
Intercept: 0.964 Peak3: 2275 18 3.940 Conductivity (mSfcm): 0.614 Peak3: 000 0.0 0.00
Result quality Good Result quality Good
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Sekil 19. Deneylerde kullanilan KNP soliisyonuna ait 6l¢iimler A) Boyut ve PDI
grafigi, B) ZP grafigi.
%0,5 konsantrasyonlu genipin elde etmek i¢in, toz halindeki genipin (>98%
(HPLC), 125 mg, (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) dimetil siilfoksitte (Riedel-
de Haen, Seelze, Almanya) ¢ozdiriildii (Sekil 20).
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Sekil 20. Dimetil stilfoksit.

Tiim soliisyonlar firetildikten sonra, yukaridaki final irrigasyon prosediirleri
orneklere uygulandi. Bunun igin, dentin diskleri 12-kuyulu plaklara yerlestirildi (Sekil
21). Final irrigasyon soliisyonlari, her biri 1 mL olacak sekilde 1 dakika siire boyunca
disklerin kuyularda bekletilmesi ile uygulandi. Her bir solisyon ile muamele
sonrasinda, diskler kuyulardan cikarilip distile su ile yikandi. Genipin igeren
gruplarda, diskler genipin soliisyonu ile 30 dakika muamele edildi (Sekil 22) ve
stirenin sonunda genipin etkinliini sonlandirmak amaciyla diskler distile su ile

yikandi.

Sekil 21. Final irrigasyon soliisyonlarinin uygulanmasi.
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Sekil 22. Genipin uygulamasi.

3.3. Irrigasyon Soliisyonlarimin Dentin Uzerindeki Etkisinin Tespit

Edilmesi
3.3.1. Mikrosertlik Analizi

Orneklerin  baslangic dentin mikrosertlik degerleri, final irrigasyon
prosediirlerinden 6nce Vickers sertlik {initelerinde (VHU) HMV mikrosertlik cihazi
(Shimadzu Corporation, Japonya) ile 6l¢iildii (n=15) (Sekil 23A). Mikrosertlik
degerleri, orta kok seviyesindeki pulpa-dentin ara yiiziiniin 100 pm derinliginde, kok
kanal liimenine paralel 3 farkli noktadan ylizeye dik gelecek sekilde 300 g yiik ve 20
sn bekletme siiresi parametreleri kullanilarak 6l¢iildi (Sekil 23B). Her bir 6rnegin
mikrosertlik degeri, 3 farkli noktadan elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak

hesaplandi.
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Sekil 23. A) Mikrosertlik cihazi, B) Yiik uygulandiktan sonra dentinin goriintiisii.

Final irrigasyon protokolleri sonrasi, ayni yontem izlenerek Orneklerin
mikrosertlik degerleri tekrar Olgiildii. Sonrasinda, tim Ornekler 50 mM
tris(hidroksimetil)-metil-2-aminoetan stilfonat (TES) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) ile hazirlanan 125 CD/mg kolajenaz enzimi (Sigma Aldrich) igerisinde etiiv
ortaminda 37°C sicaklikta 24 saat siire ile bekletildi ve orneklerin mikrosertlik
degerleri bir kez daha olgiildii (Sekil 24 ve 25).

- G

Sekil 24. Etiiv. Sekil 25. 100 mg/mL kolajenaz.
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3.3.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Orneklerin kimyasal yapilarindaki degisimleri incelemek amaciyla, drneklere
zarar gelmeden tekrarli Ol¢limler yapabilmek i¢in, zayiflatilmis toplam yansima-
fourier doniisiimli kiziltesi spektroskopisi (ATR-FTIR) kullanildi (n=5). Analiz,
600-4000/cm tarama araligini kapsayan 2/cm ¢oOziiniirliigiinde Thermo Scientific
Nicolet iS50 FTIR spektrometresi (Nicolet Instrument Technologies, Inc, Madison,
WI, ABD) kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 26). Elde edilen FTIR spektrumlart,
OMNIC Spectra Software (Nicolet) kullanilarak analiz edildi. Bu g¢alisma igin
degerlendirmeye alman kizilétesi bantlar, Amid I11 (1298-1216 cm™), fosfat (PO4?)
(1170-1000 cm?) ve karbonat (COs?) (888-816 cm™) idi. Taban ¢izgisi
diizeltmesinden sonra, bu bantlarin altindaki alanlar belirlendi. Alan hesaplamasi
sonucu elde edilen degerler ile Amid 111/PO42 (organik) ve CO32/PO42 (inorganik)
oranlar1 hesaplandi. Boylece dentinin organik ve inorganik bilesenlerindeki bagil
degisiklikler analiz edildi. Sonrasinda tiim 6rnekler, 50 mM TES ile hazirlanan 125
CD/mg kolajenaz enzimi igerisinde 24 saat siire ile 37°C etiiv ortaminda bekletildi ve

FTIR analizleri tekrarlanda.

Sekil 26. FTIR cihazi.
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3.3.3. Yiizey Ozellikleri Analizi

Orneklerin yiizey morfolojisi ve elemental igerigini degerlendirmek amaciyla,
enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDS) ile donatilmig taramali elektron
mikroskobu (SEM) (JSM-6400, JEOL Ltd., Tokyo, Japonya) ile analizler
gerceklestirildi (Sekil 27). Bunun igin drnekler analiz 6ncesi altin ile kaplandi (n=3).
Her bir 6rnegin dentin yiizeyinin elemental seviyeleri 6l¢iildii ve kalsiyum (Ca), fosfor
(P), oksijen (O) ve karbon (C) seviyeleri Excel dosyasina aktarilarak hesaplamalar
yapildi. Sonrasinda gruplarda yer alan altin ile heniiz kaplanmamig baska ornekler
(n=3), 50 mM TES ile hazirlanan 125 CD/mg kolajenaz enzimi igerisinde 24 saat siire
ile 37°C etiiv ortaminda bekletildi, ardindan altin ile kapland1 ve SEM/EDS analizleri
yukaridaki sekilde tekrar gerceklestirildi. Ayrica, kitosan nanopartikiillerinin gorseli
i¢in, alliminyum folyo {izerinde kurumaya birakilan soliisyondan da SEM goriintiisii
elde edildi.

Sekil 27. Taramali elektron mikroskobu.
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3.4. Verilerin Analizi

Sonuglar SPSS programinda istatistiksel testler ile analiz edildi. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov—Smirnov testi ile analiz edildi.
Mikrosertlik analizi igin, parametrik testlerden tekrarli 6lglimlerde varyans analizi ve
Bonferroni diizeltmesi kullanildi (p=0,05). FTIR ve SEM/EDS analizleri igin,
parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis ve Wilcoxon testleri kullanildi
(p=0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Mikrosertlik Analizi

Mikrosertlik analizine ait veriler Tablo 2’de gosterilmektedir. Sonuglara gore,
Grup 1’de NaOCl ve EDTA uygulamasi mikrosertligin azalmasina neden oldu
(p<0,05) ve kolajenaz uygulamasinin ardindan mikrosertlikte azalma goriildii
(p<0,05). Grup 2’de NaOCI ve KNP uygulamasi1 mikrosertlikte anlamli bir degisiklik
olusturmadi (p>0,05) ancak kolajenaz uygulamasinin ardindan mikrosertlik
degerlerinde anlamli bir azalma goriildii (p<0,05). Grup 3 ve Grup 4’te final irrigasyon
soliisyonlar1 ile muamele sonras1 mikrosertlik degerlerinde anlamli bir artig goriildii
(p<0,05). Bu gruplarda kolajenaz uygulamasi sonrasi, mikrosertlik degerlerinde
anlamli bir azalma goriilmekle beraber (p<0,05), baslangi¢c mikrosertlik degerleri ile
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Grup 5’te final irrigasyon
soliisyonlar1 ile muamele sonras1 mikrosertlik degerlerinde anlamli bir artig goriildi
(p<0,05). Bu grupta kolajenaz uygulamasi sonrasi mikrosertlik degerleri ile final
irrigasyon sonrasindaki degerler arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05),
kolajenaz uygulamasinin ardindan 6lgiilen mikrosertlik degerleri, baslangic
mikrosertlik degerlerine gore anlamli olarak artis gosterdi (p<0,05). Grup 6°da, distile
su uygulamas1 sonrasi baslangi¢c mikrosertlik degerleri ile final irrigasyon sonrasi

Olgiilen mikrosertlik degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05),

kolajenaz sonras1 mikrosertlik degerlerinde anlamli bir azalma goriildii (p<0,05).

Tablo 2. Gruplardaki dentin disklerine ait mikrosertlik degerleri (ortalamazxstandart

sapma)
Gruplar Baslangi¢ Final irrigasyon Kolajenaz
Sonrasi Sonrasi

Grupl (NaOCI+EDTA) 33,352°+0,551  29,127°+0,629 24,616°+0,642
Grup 2 (NaOCI+KNP) 31,346°+0,554  30,007%+0,632 23,603°+0,621
Grup 3 (NaOCI+EDTA+KNP)  30,860°+0,542  33,851°+0,618 30,263°+0,619
Grup 4 (NaOCI+KNP+GE) 30,858°+0,57 32,612"+0,651 30,435+0,665
Grup 5 30,761%£0,568  33,515°+0,649 32,543"+0,645

(NaOCI+EDTA+KNP+GE)
Grup 6 (Distile Su) 30,7%+0,675 30,583%+0,77 25,474+0,786

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit, GE: Genipin, KNP: Kitosan nanopartikiilii, NaOCl: Sodyum
hipoklorit. / Farkli harf, her bir grup igin satir igerisindeki istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade
etmektedir (p<0,05).
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4.2. FTIR Analizi

FTIR analizine ait veriler Tablo 3’te gosterilmektedir. Sonuglara gore,
kolajenaz uygulamasi éncesi Grup 6 nin Amid I11/PO4™ orani1, Grup 2 ve 4’ten anlaml
olarak fazlayd: (p<0,05). Kolajenaz uygulamasi dncesi gruplar arasinda CO3?/ PO43
orani agisindan anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Kolajenaz uygulamasi sonrasi, Grup
5’in Amid I1I/PO4 oran1 Grup 1 ve 2°den anlamli olarak fazlaydi (p<0,05). Kolajenaz
uygulamasi sonrasi, gruplar arasinda COs?/ PO4® orani agisindan anlaml bir fark
yoktu (p>0,05). Kolajenaz uygulamas1 Grup 1, Grup 2 ve Grup 6’da Amid 111/PO43
oraninda anlamli bir azalmaya neden olurken (p<0,05), diger gruplarda anlamli bir
fark olusturmadi (p>0,05). Kolajenaz uygulamasi, gruplarin CO3%/ PO4® oraninda
anlamli bir degisime neden olmadi (p>0,05). Kolajenaz oncesi ve sonrasi FTIR

spektrum grafikleri Sekil 28’de gosterilmektedir.
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Sekil 28. Her bir gruptan temsili 6rneklere ait dentin {izerinden alinan A) kolajenaz
oncesi ve B) kolajenaz sonrasi karsilastirmali olarak ¢izdirilmis FTIR
spektrumlart.

Kolajenaz sonras1 Amid I (1644-1638 cm™) ve Amid I1I band siddetinin (1240 cm™) Grup 1, 2 ve 6’da
hem diger gruplara gére hem de kolajenaz oncesine gore daha az oldugu goriilmektedir. Kolajenaz
sonras1 fosfat (PO4®) (1003-1001 cm™) ve karbonat (COs2) (870 cm™) band siddetinin, kolajenaz
Oncesine gore grup 5 harig tiim gruplarda azaldig: dikkat cekmektedir.
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Tablo 3. FTIR analizi sonrasi gruplardaki median (minimum-maksimum) degerleri

Gruplar

Grupl (NaOCI+EDTA)

Grup 2 (NaOCI+KNP)

Grup 3
(NaOCI+EDTA+KNP)
Grup 4 (NaOCI+KNP+GE)
Grup 5

(NaOCI+EDTA+KNP+GE)

Grup 6 (Distile Su)

Final irrigasyon Sonrasi

Kolajenaz Sonrasi

Amid |||/|:)O4'3 COs'Z/PO4'3 Amid |||/PO4’3 COs’Z/POJ?’
0,027A"& 0,08%" 0,02%" 0,079
(0,023-0,031) (0,075-0,09) (0,017-0,025) (0,078-0,091)
0,023~ 0,073 0,0188" 0,077%
(0,019-0,027)  (0,069-0,082) (0,016-0,024)  (0,07-0,082)
0,025A"& 0,077 0,022A"& 0,08

(0,025-0,026)

0,021~"
(0,019-0,024)

0,028~
(0,018-0,029)

0,04A&
(0,037-0,042)

(0,071-0,084)

0,076
(0,07-0,08)

0,08*
(0,073-0,088)

0,072
(0,064-0,086)

(0,014-0,026)

0,024A"&
(0,022-0,025)

0,0287&
(0,025-0,03)

0,0258°€
(0,023-0,029)

(0,072-0,089)

0,077¢"
(0,067-0,081)

0,081%"
(0,08-0,089)

0,079%"
(0,076-0,08)

COs% Karbonat, EDTA: Etilendiamintetraasetik asit, GE: Genipin, KNP: Kitosan nanopartikiili,
NaOCI: Sodyum hipoklorit, PO43: Fosfat
Farkli biiyiik harf, satir igerisindeki Amid [11/PO43 degisiminin anlamli oldugunu ifade etmektedir
(p<0,05). Farkli kii¢iik harf, satir igerisindeki CO3?/ PO,4? degisiminin anlamli oldugunu ifade
etmektedir (p<0,05). Siitun igerisinde ayni isarete sahip gruplar arasinda anlamli fark yoktur (p>0,05).
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4.2. SEM/EDS Analizi

SEM/EDS analizine ait veriler Tablo 4’te gosterilmektedir Sonuglara gore,
kolajenaz uygulamasi, tiim gruplar i¢in Ca, P, Ca/P ve O/C degerlerinde anlamli bir
degisim olusturmadi (p>0,05). Gruplar arasinda hem kolajenaz oncesi hem de
sonrasinda Ca, P, Ca/P ve O/C degerleri agisindan anlamli bir fark yoktu (p>0,05).
SEM goriintiilerinde, final irrigasyon protokollerinde kullanilan soliisyonlarin,
ylizeyde gorsel olarak farkli bir etki olusturmadigi goriilmektedir (Sekil 29).
Kolajenazin etkisine dair SEM gorintiileri ise Sekil 30°da goriilmektedir. Ayrica,

Sekil 31 kitosan nanopartikiillerine ait SEM goriintiisiinii sunmaktadir.

Tablo 4. SEM/EDS analizi sonrasi gruplardaki median (minimum-maksimum)

degerleri
Gruplar Final irrigasyon Sonrasi Kolajenaz Sonrasi
Ca P CalP o/C Ca P Ca/P o/C
Grupl 26,99 14,46 1,89 (1,87- 1,16 (1,03- 21,29 9,48 (8,45- 2,28 (1,98- 0,65 (0,56-
(NaOCI+EDTA) (26,71- (14,14- 1,93) 1,30) (21,07- 10,77) 2,49) 0,69)
28,64) 14,83) 21,07)
Grup 2 29,02 14,92 1,92 (1,83- 1,29 (1,12- 22,57 9,91 (9,13- 2,34(2,17- 0,64 (0,60-
(NaOCI+KNP) (26,13 (14,28- 1,95) 1,48) (21,82- 10,38) 2,39) 0,71)
29,19) 15,23) 23,24)
Grup 3 28,09 14,76 1,94 (1,76- 1,29 (1,22- 22,63 9,51 (8,50- 2,12 (2,10- 0,63 (0,62-
(NaOCI+EDTA+  (26,04- (14,13- 1,99) 1,33) (17,87- 10,67) 2,52) 0,64)
KNP) 28,99) 14,93) 24,01)
Grup 4 28,09 14,80 1,94 (1,91- 1,38(1,11- 21,88 9,56 (9,54- 2,29(1,89- 0,70 (0,68-
(NaOCI+KNP+ (28,15- (14,73- 1,96) 1,48) (18,85- 9,96) 2,80) 0,97)
GE) 29,44) 15,17) 26,68)
Grup 5 28,08 14,99 1,87 (1,82- 1,19(1,13- 22,94 9,30 (7,80- 2,43 (1,93- 0,78 (0,75-
(NaOCI+EDTA+  (27,34- (13,93- 2,02) 1,26) (15,07- 11,20) 2,47) 0,83)
KNP+GE) 28,38) 15,16) 27,17)
Grup 6 (Distile 28,22 14,90 1,89 (1,87- 1,14(1,12- 21,62 9,46 (7,98- 2,28 (2,16- 0,62 (0,61-
Su) (28,15- (14,40- 1,98) 1,25) (17,21- 10,17) 2,52) 0,68)
28,51) 15,09) 25,58)

C: Karbon, Ca: Kalsiyum, EDTA: Etilendiamintetraasetik asit, Genipin: GE, KNP: Kitosan nanopartikiilii, NaOCl: Sodyum
Hipoklorit, P: Fosfor, O: Oksijen
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Sekil 29. Kolajenaz uygulamasi dncesi gruplarin SEM goriintiileri (x1000 biiyiitme)

A) NaOCHEDTA B) NaOCI+KNP C) NaOCHEDTA+KNP D) NaOCI+KNP+GE
E) NaOCI+EDTA+KNP+GE F) Distile su.
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METU CENTRAL LAB

Sekil 30. Kolajenaz uygulamasi sonrasi dentin kesitlerine ait SEM goriintiileri (X250
biiyiitme).

A) Kitosan nanopartikiil ve genipin uygulamasi sonrasi kanal limeninde kolajen yapis1 goreceli olarak
biitiinliigiinii korumaktadir B) Final irrigasyon protokoliinde sadece distile su uygulanmis grupta
kolajen yapisinin biitiinliigiiniin genel olarak bozuldugu goériilmektedir.

4/13/2022
1:00:55 PM

det| HV l mag |spot| WD 10 uym

ETD|20.00 kV|10 000 x | 3.0 |10.7 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 31. Kitosan nanopartikiiliiniin SEM goriintiisii (x10000 biiyiime).
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5. TARTISMA

Endodontik tedavi gérmiis dislerin koronal yapilari ¢iiriik, kirik veya onceki
restorasyonlara bagli madde kayiplar1 nedeniyle zayif olabilmektedir (232). Bunun
yaninda, endodontik tedavi sirasinda agilan giris kavitesi, kanallarin genisletilip
sekillendirilmesine bagli olarak dentinin uzaklagsmasi ve irrigasyon sirasinda
kullanilan soliisyonlar endodontik tedavi gormiis dislerin daha kirilgan hale gelmesine
neden olabilmektedir (233, 234). Ayrica kok kanal anatomisinin kompleks yapisindan
dolay1 temizlenemeyen alanlarda kalan veya mikrosizinti ile kanala ulasan
mikroorganizmalar dentin yikimma devam edebilir (235). Bunlara dayanarak, kok
dentinine diren¢ kazandiracak yontemler endodontik tedavili disin sag kalimi
acisindan 6nem arz etmektedir. Bu caligmanin amaci, kok kanal tedavisinde rutinde
uygulanan final irrigasyon soliisyonlarina alternatif veya ek olarak uygulanan kitosan
nanopartikiil soliisyonunun ve ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilan genipinin kok
dentinine etkilerini incelemekti. Calismanin sonucunda, rutinde kullanilan NaOCIl ve
EDTA’nin ardindan uygulanan kitosan nanopartikiill ve genipinin dentin
mikrosertligini  artirdigi, bakteriyal kolajenaza karst dentinin  mekanik
stabilizasyonunu ve dentinin organik igerigini korudugu goriildii. Calismamizda
kullanilan soliisyonlarin, dentinin yiizey 6zelliklerini ve elemental igerigini belirgin

sekilde degistirmedigi bulundu.

Kitosan, asidik sulu bir ortamda diisiik pH'ta ¢6ziiniir, n6tr ve/veya yiiksek pH
degerlerinde ¢oziinemez (236). Bu nedenle, ¢alismamizda soliisyon hazirlig sirasinda
asetik asit ¢ozeltisi kullanildi (227) ve boylece kitosanin asidik ¢ozeltide ¢ozlinerek
pozitif yiikiinii almasi1 hedeflendi (236). Calismamizda, 6nceki ¢aligmalardaki gibi,
kitosan nanopartikiil soliisyonu, anyonik bir madde olan TPP ile ¢apraz baglanarak
iyonik jelasyon yontemiyle iiretildi (227, 237). Iyonik jelasyon yonteminde, asetik asit
icerisinde, bir kitosan molekiiliiniin —~NH2'si -NHs+ olacak sekilde protonlanir ve TPP
ile mikrojel partikiilleri olusturmak igin iyonik etkilesime girer (238). Literatiirde
stabil bir kitosan nanopartikiil soliisyonunun tiretilmesi i¢in tam anlamiyla standart bir
yontem bulunmamaktadir (227). Rehber alinan galismada, iiretilen nanopartikiil
soliisyonunda 6. giinde bozulmalar goriildiigii bildirilmistir (227). Bu ¢aligmadaki

amaglarimizdan biri, stabilitesini daha uzun siire siirdiirecek bir soliisyon hazirlamakti.
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Calismamizda, bir¢ok denemeden sonra, metodolojide detaylica belirtilen adimlar
izlendiginde, 14 giinliik 6l¢timler sonunda istenilen boyutlarda, homojen ve stabil bir
nanopartikiil soliisyonu eldesi gergeklestirildigi goriildii. Soliisyon hazirliginda, daha
onceden literatiirde belirtilen pH ve konsantrasyonlar kullanildiginda, farkli
nanopartikiil boyutlari elde edildigi goriilmiistiir (227). Bu nedenle soliisyon stabilitesi
ve homojenitesi, PDI ve ZP parametreleri dikkate alinarak degerlendirildi. Kitosan ile
capraz baglanan TPP’nin orani arttik¢a, hem kitosanin serbest birincil amino gruplari
azaldig1 hem de kitosan zincirleri birbirine daha da yaklastig1 i¢in, daha kii¢lik boyutlu
nanopartikiil elde edilmesi miimkiin olabilmektedir (239). Onceki bir ¢alismada, diisiik
degerli PDI degeri eldesi i¢in Kitosan: TPP oraninin 3:1 olmasi gerektigi
vurgulanmistir (227). Kitosan: TPP orani 3:1°den daha diisiik bir degere geldiginde
PDI degerinde bilylik bir artig goriildiigii bildirilmistir (227). Bunlara dayanarak,
calismamizda kitosan: TPP orani 3:1 olacak sekilde soliisyon hazirlig1 ger¢eklestirildi.
Literatiirle uyumlu bir sekilde, TPP soliisyona damla damla cklendi ve karisim
manyetik karistirict ile siirekli olarak karigitirilarak homojenlestirildi (236). Kiigiik
nanopartikiil boyutuna sahip kitosan nanopartikiil soliisyonu eldesi igin dikkat
edilmesi gereken bir parametre de soliisyonun pH degeridir (227). Onceki bir
caligmaya gore, Kitosan zincirleri, daha diisik pH’l1 ¢ozeltilerle kiyaslandiginda, pH
degeri 5 iken daha diisiik amin protonasyonu nedeniyle yapisinda daha fazla hidrojen
bagi etkilesimi gostermistir (240). Boylece, kitosan zincirlerinin daha ¢ok
yogunlasmasiyla, TPP ile ¢apraz baglandiginda daha kiiclik boyutlu nanopartikiil
olusumu saglanmistir (230). Baska bir ¢alismaya gore, pH degeri 6’nin iizerine
ciktiginda, ¢ozeltinin bulanikligr hizla artmakta, kitosan molekiillerinin pozitif yiiklii
amin gruplar iyonik karakterlerini kaybetmeye baslamakta ve kitosan ¢okelmesi
meydana gelmektedir (236). Bu veriler 1s18inda, ¢alismamizda kitosan nanopartikiil
soliisyonu pH degeri 5 olacak sekilde hazirlandi. Liu ve arkadaslarinin (241) yaptigi
bir arastirmada, kitosan nanopartikiilii soliisyonu i¢ine ilave edilen NaCl’nin, partikiil
boyutunu azalttigi bildirilmistir. Bu nedenle, ¢alismamizda kitosan nanopartikiil
soliisyonunu hazirlarken, partikiil boyutunun miimkiin oldugunca kiiciik olabilmesi
i¢cin soliisyon igerisine 0,1 M tuz ilave edildi. Kitosan nanopartikiil soliisyonu
hazirliginda rehber alinan ¢aligmada, boyut ve PDI parametrelerine gore uygun

konsantrasyonu belirlemek i¢in 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,2 mg/mL



53

konsantrasyonda soliisyonlar test edilmistir (227). Benzer sekilde yaptigimiz
deneylerde 0,5 mg/mL ve 0,25 mg/mL kitosan konsantrasyonlarini kiyasladigimizda,
elde edilen nanopartikiillerin boyutu, ZP ve PDI parametreleri acisindan,
calismamizda kullanilacak uygun konsantrasyonun 0,5 mg/mL olduguna karar verdik.
Endodonti alaninda irrigasyon soliisyonu olarak kitosan nanopartikiil soliisyonu
uyguladigini bildiren ¢alismalarda, nanopartikiil boyutundan bahsedilse de, PDI ve ZP
parametrelerinden bahsedilmedigi goriilmektedir (171, 190). Bu nedenle, ¢alismamiz
kitosan nanopartikiil soliisyon kalitesi ve stabilitesi agisindan diger ¢alismalardan

ayrilmaktadir.

Mikrosertlik  analizi, dis  dokularindaki  mineral  degisiminin
degerlendirilmesini saglar ve disin mekanik dayanimi hakkinda bilgi verir (242, 243).
Mikrosertlik analizi, dis sert dokularinin demineralizasyon ve remineralizasyonunu
degerlendirmede siklikla kullanilan pratik bir yontemdir (244). Vickers mikrosertlik
testinde, kiigiik boyutlu 6rneklere ve yiizey kosullarina ragmen o6l¢iimlerin dogruluk
pay1 yuksektir (245). Bu nedenle, endodonti alanindaki diger ¢alismalara benzer
sekilde (151, 243, 246), calismamizda Vickers mikrosertlik testi ile analizler
gerceklestirildi. Kok kanal tedavisinde uygulanan irrigasyon soliisyonlarinin, dentinin
mikrosertligi, egilme dayanimi ve elastisite modiilii gibi mekanik 6zelliklerini, ayrica
organik ve inorganik igerigini etkileyebildigi bilinmektedir (247). Klinik olarak en
yaygin kullanilan irrigasyon soliisyonlart NaOCl ve EDTA’dir (72). Yapilan
arastirmalar, bu irrigasyon soliisyonlarinin dentinin fiziksel ve mekanik 6zelliklerini
olumsuz yonde etkileyebildigini bildirmektedir (16, 248). Bir ¢alismada, irrigasyon
soliisyonu olarak 1 ve 5 dakika siireyle uygulanan EDTA ve NaOCI-EDTA
kombinasyonunun, distile su grubuna kiyasla dentinde daha fazla kalsiyum iyonu
kaybina yol agtigi bildirilmistir (249). Bir baska c¢alismada, final irrigasyon
prosediiriinde EDTA'dan sonra 1 dakika ve daha fazla siireligine NaOCI kullaniminin
kalsiyum ve fosfor kaybimi artirdigi gosterilmistir (250). Ancak ayni calismada,
EDTA’nin ardindan NaOCIl uygulanmadiginda dentinde ¢ok az miktarda erozyon
goriildiigii veya hi¢ goriilmedigi bildirilmistir (250). Selasyon ajanlarinin dentin
mikrosertligine etkisini inceleyen bagka bir ¢alismada, Qmix ve %17’lik EDTA nin,
%10’1uk sitrik asit ve %1’lik perasetik aside gore dentin mikrosertligini daha fazla

miktarda azalttig1 bildirilmistir (251). Bizim ¢alismamizda da, literatiirdeki verilere
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paralel olarak, NaOCI ve EDTA uygulanan dentin disklerinin mikrosertliginde anlamli
bir diigiis gorildi. Calismamizda, EDTA yerine selator ajan olarak kitosan
nanopartikiil soliisyonu uygulandiginda, mikrosertlik degerinde anlamli bir degisim
goriilmedi. Bu durum, pozitif yiiklii kitosan nanopartikiillerinin negatif yiiklii dentin
kolajenleriyle baglanmasi sonucu dentinin mekanik stabilizasyonunu korumasiyla
aciklanabilir (142). Sonuglarimiza benzer sekilde, yapilan bir baska ¢alismada %17’lik
EDTA ve %0,2’lik kitosan soliisyonunun dentin mikrosertligi {izerine etkisi
incelenmis olup; EDTA grubunun kitosan grubundan anlamli olarak mikrosertligi
daha fazla azalttigi bildirilmistir (252). Bizim bulgularimiza benzer sonug veren bir
baska calismada da, kitosan soliisyonu uygulandiktan sonra kontrol grubuna gore
dentinde mikrosertligin degismedigi bildirilmistir (253). Ote yandan, kitosan ve
EDTA’nin final irrigasyonu olarak dentin mikrosertligine etkisini inceleyen bazi
calismalarda, bu iki irrigasyon soliisyonunun dentin mikrosertligini benzer sekilde
azaltigt bulunmustur (193, 254, 255). Farkli sonuglar, kullanilan soliisyonlarin
konsantrasyonlarindaki ve uygulama siirelerindeki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Ayrica, nanopartikiil olusturulup olusturulmamas: gibi soliisyonlarin
hazirlanma siirecine dair farkliliklar da farkli sonuglarin olusmasina yol agabilir.
Calismamizin sonucunda, NaOCI+EDTA+KNP deney grubunda irrigasyon dncesi ve
sonrasi Ol¢iilen mikrosertlik degerlerinde anlaml bir artig goriildii. EDTA’dan sonra
uygulanan kitosan nanopartikiil soliisyonunun dentin mikrosertligini anlamli olarak
artirmasi, uygulanan EDTA soliisyonunun smear tabakasinin inorganik igerigini
uzaklastirdiktan sonra, negatif yiiklii serbest kolajen yiizeylerine baglanan pozitif
yiiklii kitosan nanopartikiillerinin kolajen ylizeylerini mekanik olarak daha dayanikli

hale getirmesiyle agiklanabilir (256-258).

Kolajen molekiilleri i¢inde ve arasindaki c¢apraz baglar1 indiiklemek ve
mekanik stabilizasyonu kuvvetlendirmek amaciyla fiziksel, kimyasal ve fotodinamik
capraz baglama yontemleri kullanilmaktadir (142). Capraz baglayicilar, bakteriyel
kolajenaz enzimlerine karsi1 da kolajene direng kazandirir (26). Cogu capraz baglayici,
polipeptid zincirlerinin lizin ve hidroksilizin kalintilarinin amino gruplarini ¢apraz
baglayarak bu etkiyi saglar (223). Calismamizda, literatiirde siklikla ¢apraz baglayici
olarak kullanilan gluteraldehite kiyasla, daha diisiik sitotoksisitesi, iyi antibakteriyal

ve antiinflamatuar 6zellikleri ile 6ne ¢ikan organik bir ¢apraz baglayici olan genipini
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kullandik (32-34). Capraz baglayicilarin kolajeni stabilize etme etkinlikleri genellikle
siire ve konsantrasyon ile dogru orantili olarak artar. Bir calismada, genipinin
konsantrasyon ve siireye bagli dentin kolajeni tizerindeki etkileri incelenmistir (221).
Deneyler %0,01, %0,1 ve %0,5 konsantrasyonlarda ve 30 dakika, 1, 4, 8, 12 ve 24
saatlik stirelerde gergeklestirilmistir (221). Calismada, %0,5 konsantrasyondaki
genipin ile 30 dakika muamele edilen dentin 6rneklerinin hem diger konsantrasyonlara
hem de kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha az kolajen ¢6ziinmesine yol agtig1
gosterilmistir (221). Genipinin kolajen stabilizasyonu tizerindeki olumlu etkisi, siire
arttikca anlamli olarak artsa da (221), 30 dakikalik uygulama siiresi klinik olarak daha
uygulanabilir oldugu i¢in ¢alismamizda genipin uygulamasi i¢in bu siireyi ve bu
konsantrasyonu tercih ettik. NaOCI+KNP+GE uygulamasi sonrasi baglangic
mikrosertligine gore, mikrosertlik degerlerinde anlamli bir artig goriiliirken, kolajenaz
uygulamasinin ardindan mikrosertlik degerlerinde baslangi¢c degerlerine geri doniis
goriildi. Ote yandan, NaOCI+KNP uygulanan o6rneklerin Kkolajenaz sonrasi
mikrosertlik degerlerinde, baslangi¢ degerlerine gére anlamli bir diisiis vardi. Iki
deney grubu arasindaki bu farklilik, genipinin dentin kolajenlerinin mekanik
stabilizasyonunu artirdiginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Benzer sekilde,
NaOCI+EDTA+KNP+GE uygulanan orneklerin mikrosertlik degerlerinde anlamli bir
artis goriiliirken, kolajenaz sonrast mikrosertlik degerlerinde onemli bir diislis
goriilmedi. Bu deney grubunda, EDTA’dan sonra demineralize dentinde agiga ¢ikan
serbest kolajen liflerine baglanan kitosan nanopartikiil ve genipinin Kkolajen
molekiilleri arasi capraz baglar1 kuvvetlendirdigi diisiiniilebilir. Benzer sekilde, 6nceki
bir calismada, demineralize dentin matriksine genipin uygulamasinin maksimum
gerilme dayanimini artirdig1 gosterilmistir (35). Kwon ve arkadaslar1 da (223), bizim
bulgularimiza paralel olarak ¢apraz baglama ajani1 olarak genipin kullanildiginda
kolajenin yiizey sertliginin ve sikisma dayaniminin arttigini bildirmislerdir. Baska
bir calismada da, genipin ile muamele edilmis dentin 6rneklerinde kontrol grubuna
gore, kolajenaz icerisinde bekletme sonrasi, kolajenin ¢ogunun sindirilmedigi

gosterilmistir (222).

Calismamizda kolajen sindirimi igin enzim olarak, Clostridium
histolyticum’dan (C. histolyticum) elde edilen kolajenaz kullanildi. Bu enzim, ticari

olarak kolay elde edilebilir olmas1 ve gli¢lii kolajenolitik aktivitesi sebebiyle tercih
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edildi (142). Bu bakteri dis enfeksiyonlarina dogrudan sebep olmasa da, yapisindan
elde edilen proteaz diger bakteriyel proteazlarla benzer bir yapiya sahiptir (259). C.
histolyticum kolajenazi, kolajen baglayici karboksil terminal ucuna sahiptir. Katalitik
¢inko uclari, ayrica kalsiyum baglama bolgeleri de igermektedir (260). Katyonik
molekiiller bu aktif alanlara baglanip bu uglar1 nétralize edebilir (142). Bu ¢alismada
kitosan nanopartikiilii soliisyonunu kullanmamizdaki amag¢ buna yoneliktir.
Calismamizin  sonuglarma gore, NaOCI+EDTA, NaOCI+KNP ve distile su
gruplarinda, kolajenaz uygulamasi dentin kolajenini yiktig1 igin mikrosertlik
degerlerinde bir diisiis goriildii. Ote yandan, NaOCI+EDTA+KNP grubunda,
kolajenaz uygulamasi sonrasi ile baslangi¢c mikrosertlik degerleri arasinda anlamli bir
fark bulunmadi. Bunun nedeni, yukarida da belirtildigi gibi EDTA uygulamasi sonrast
inorganik yapmin uzaklagmasiyla agiga c¢ikan negatif yiikli serbest kolajen
ylizeylerine baglanan pozitif yiikli kitosan nanopartikiillerinin, kolajen yiizeylerini

bakteriyel kolajenaza kars1 kapatmasi olabilir (261, 262).

Bu caligmada, farkli final irrigasyon protokollerinin kdk dentininin mineral
icerigine ve yiizey morfolojisine etkisini incelemek i¢cin SEM/EDS analizi
gerceklestirildi. SEM dentin tiibiillerini, smear tabakasin1 ve kok dentininin yiizey
morfolojisinin detayli bir sekilde incelenmesi igin endodonti alaninda siklikla
kullanilan bir gorintileme yontemidir (263). SEM/EDS analizi ile kok dentininde
istenilen bdlgeden hem goriintii alinabilmekte, hem de ayni1 bolgedeki kimyasal yap1
incelenip elemental analizi yapilabilmektedir (264). Ancak, orneklerin altin ile
kaplanmasindan dolayr pahali olmasi, kaplandigr i¢in ayni Ornegin bir daha
kullanilamamasi, 6rneklerin dehidratasyonuna bagli ¢atlamasi gibi dezavantajlar1 da
mevcuttur (265, 266). Ancak yukarida belirtilen avantajlarindan dolayi, ¢alismamizda

ylizey analizi ve elemental analiz i¢in bu yontem tercih edildi.

SEM/EDS analizi sonuglarina gore, degerlendirilen parametrelerde grup i¢i ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak, tiim gruplarda
kolajenaz uygulamasi sonrasi Oksijen/Karbon (O/C) oraninda azalma yoniinde bir
egilim vardi. Onceki ¢alismalarda, O/C oraninin, incelenen 6rnekteki organik yapi
iceriginin degerlendirmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir (267-269). Kolajenaz
enziminin, dentinin organik bilesenine etki etmesiyle O ve C atomlar1 arasindaki

baglar1 yiktig1 ve boylelikle ortamdan uzaklasan O atomlarindan dolay1, O/C oraninin
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azaldig1 diistiniilmektedir. Kolajenaz uygulandiktan sonra tiim gruplarda Ca ve P
seviyelerinde azalma yoniinde bir egilim oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi olarak
kolajenaz uygulanmasiyla beraber azalan organik yapinin ardindan agiga c¢ikan
inorganik yapmin da yavas yavas ¢Oziilmeye baslamasi gosterilebilir (270-272).
Calismamizda selator ajanlar kullanilmasina ragmen, kontrol grubuna kiyasla Ca, P
seviyeleri ve Ca/P oraninda anlamli bir fark olusmadigi goriildii. Benzer sekilde,
SEM/EDS ile analiz yapan onceki caligmalarda da EDTA kullanimindan sonra
dentinin Ca ve P diizeylerinde veya Ca/P oraninda anlamli bir degisiklik olmadigi
bildirilmistir (250, 273). Bu durum, Ca ve P’un benzer oranlarda azalmasiyla ilgili

olabilir.

ATR-FTIR analizi, dentindeki organik ve inorganik icerigin molekiiler
seviyedeki degisimini degerlendirmede kullanilan bir yontemdir (274). Fosfat,
karbonat, organik madde ve su gibi dentinin kimyasal bilesenleri, kizilGtesi
radyasyonu giiclii bir sekilde absorbe ettigi i¢in, ATR-FTIR analizi bu bilesiklerin
dentindeki miktarlarini belirlemek i¢in kullanilir (275). Bu analiz hassas ve giivenilir
bir yontem olmasinin yaninda, diiz ve polisajlanmis dentin kesitinin, herhangi bir ek
isleme gerek duyulmadan, dogrudan analizine izin vermesi ve bdylece tedavi 6ncesi
ve sonrasi analizlerin ayn1 6rnekten yapilabilmesine imkan tanimasi nedeniyle (275),
calismamizda kullanim tercih edildi. Onceki calismalarda oldugu gibi, ¢alismamizda
dentinin organik ve inorganik icerigini degerlendirmek icin sirastyla Amid I11/PO47
ve CO3%/PO4 oranlari incelendi (275, 276). Genel olarak sonuglar incelendiginde,
Amid 111/PO4 orani, final irrigasyon asamasinda NaOCI kullanilan gruplarda, distile
su kullanilan gruba gore daha diisik olma egilimindeydi. Bunun sebebi olarak,
NaOCl’nin dentinin organik igerigine etki etmesi gosterilebilir (277-281). Benzer
sekilde, onceki ¢alismalarda da, NaOCl uygulandiktan sonra dentindeki Amid 111/PO4
3 oranmin anlaml bir sekilde azaldig: bildirilmistir (275, 276, 282). Anlaml farklilik
olmasa da, EDTA uygulanan gruplarda Amid 111/PO43 oranmi, EDTA igermeyen
deney gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriildii. Bunun nedeni, EDTA uygulanan
gruplarda goriilen PO4 kaybinin, uygulanmayan gruplara gore daha yiiksek olmas1
seklinde aciklanabilir (275). Sonuglarimiza gdére, Amid [11/POs3 oram
NaOCI+EDTA ve NaOCI+KNP gruplarinda NaOCI+EDTA+KNP+GE grubuna

gore, kolajenaz uygulamasi sonrasi, anlamli olarak daha diisiik bulundu. Ayrica,
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kolajenaz uygulamasi sadece NaOCI+EDTA, NaOCI+KNP ve distile su uygulanan
gruplarda Amid 111/PO4? oranmin anlaml olarak diismesine neden oldu. Bu sonug,
EDTA sonrast KNP uygulandiginda, agiga ¢ikan kolajen fibrillerine KNP’nin etkili
bir sekilde baglanmasi ve KNP ile kolajen arasinda olusan iyonik komplekslerin
¢ozlinmeye daha direngli olmasiyla agilanabilir (262). Ayrica genipin uygulamasinin
kolajeni ¢apraz baglayarak koruyucu etki gostermis olmasi da bu sonuglara katki
saglamis olabilir (283). Nagaoka ve arkadaslar1 (221), genipin ile indiiklenen ¢apraz
baglanmanin, kolajene kolajenazin erisilebilirligini engelledigini ve/veya biiyiik bir
capraz bagl kolajen kompleksi olusturdugunu, bdylece kolajenazin olusan kompleksi
¢ozemedigini bildirmislerdir. Calismamizda, dentinin inorganik igerigini ifade eden
CO3?/PO43, anlamli fark olmasa da, EDTA uygulanan gruplarda daha yiiksek olma
egilimindeydi. Bunun nedeni, PO4 kaybinin EDTA uygulanan gruplarda daha yiiksek
olmasi olabilir. Benzer sekilde, Verdelis ve arkadaslari (284), %17°lik EDTA
uygulamasindan sonra POs4® miktarinda azalma bildirmislerdir. Calismamizda,
kolajenaz uygulamasi sonrasi, gruplarda CO32/PO4 oraninda anlamli bir degisiklik
olusmadig1 goriildi. Kolajenazin, esas olarak etkisi organik bilesenlere olsa da,
hidroksiapatite de az da olsa etkisi olabilir. Bu etki, kolajenazin (-) yiiklii gruplari ile,
hidroksiapatitin Ca*2iyonlarmin etkilesime girmesi sonucu hidroksiapatitin ¢oziinmesi
ile agiklanmaktadir (285). SEM/EDS analizi bulgulari ile beraber degerlendirildiginde,
FTIR analizinde genel olarak COs?2 ve POs? iyonlarinin ¢ok &nemli bir miktar
olmamakla beraber benzer miktarlarda azaldig1 ve bu nedenle CO3?/ PO4 oranimin

degismedigi sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin limitasyonlar1 dahilinde, kitosan nanopartikiil ve genipin
sollisyonlarmin dentinin mikrosertligini artirirken, kolajenaz enzimine karsi
mikrosertlik ag¢isindan dentine diren¢ kazandirdigi gortldi. Bu etki, Kitosan
nanopartikiil ve genipin soliisyonlarinin, EDTA’nin ardindan kullanilmas1 durumunda
daha belirgindi. Benzer sekilde, EDTA’nin ardindan kitosan nanopartikiil soliisyonu
veya genipin uygulandiginda, kolajenaz enziminde bekletilmesine ragmen dentinin
organik igeriginin Onemli Ol¢lide korundugu goriildii. Genel olarak, uygulanan
protokoller sonrasi dentinin inorganik igeriginde belirgin degisimler goriilmedi. Bu
sonuglar 1s18inda, kitosan nanopartikiill ve genipin soliisyonlarinin kok kanal
tedavisinin final irrigasyon protokoliinde yer almasi 6nerilebilir. Gelecek ¢alismalar,
kitosan nanopartikiil ve genipin uygulamalarinin dis renklenmesine etkisi, kanal
dolgusuna etkisi ve gevre dokulara toksisitesi gibi konular iizerinde yogunlasabilir.
Ayrica, daha kisa siireli genipin uygulamalarinin dentin {izerindeki etkileri de ileriki

calismalarda arastirilabilir.
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