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OZET

Deneysel Olarak Gelistirilmis Giincel Dis Pulpasi Kuafaj Materyallerinin Fiziksel,

Biyolojik ve Mekaniksel Ozelliklerinin In Vitro Sartlarda Degerlendirilmesi

Amagc: Pulpanin aciga ¢iktigi durumlarda pulpa ylizeyinin biyouyumlu, fiziksel ve
mekaniksel olarak yeterli 6zelliklere sahip bir materyalle ortiilmesi 6nemlidir. Bu
caligmada gilintimiizde siklikla kullanilan ve deneysel olarak gelistirilmis kuafaj
materyallerinin biyolojik, fiziksel ve mekaniksel Ozelliklerinin in vitro sartlarda
degerlendirilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Angelus MTA’ya + %0.1 GNP (grafen nanoplatelet) ve + %0.3
GNP (grafen nanoplatelet) katilarak homojen karisim elde edilmis ve bu gruplar
calismanin deney grubunu olusturmustur. Angelus MTA ve Dycal kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Materyaller iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda karistirilmis ve teflon
kaliplarda disk seklinde ornekler olusturulmustur. Materyallerin mikrosertlik, SEM-
EDX, XRD ve FTIR analizleri ve gingival fibroblast hiicreleri iizerindeki 24 ve 72
saatlik MTT, TAS ve TOS testleri in vitro olarak yapilmistir. Bulgular SPSS programi
kullanilarak istatistiksel acidan degerlendirilmistir.

Bulgular: Angelus MTA+ %0.3 GNP’nin 24 ve 72 saatlik MTT analizinde (p<0.05) ve
Dycal’in 24 saatlik (p=0.001) ve 72 saatlik (p=0.002) MTT analizinde kontrol grubuyla
arasinda anlamli farklilik bulunmustur. TOS 72., TAS 24. ve 72. saatlerde Dycal ve
Angelus MTA+ %0.3 GNP gruplariyla ve TOS 24. saatte Dycal ve kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05). GNP ilavesi FTIR analizinde belirgin
fark yaratmamistir. XRD analizinde GNP pik vermemistir. GNP katkilama miktari
arttikca mikrosertlik artmis ve tanecik boyutu kiiglilmiistiir. Tanecik boyutunun
kiictildiigli ve bosluklu yapinin azaldigt SEM goriintiisiinde de tespit edilmistir. EDX
analizinde GNP etkisi karbon miktarindaki artigla gézlemlenmistir.

Sonu¢: MTA’ya GNP ilavesi miktar artisina bagli olarak fiziksel ve mekaniksel
ozelliklerine olumlu katki saglarken, materyalin biyouyumlulugunu azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Angelus MTA, Dycal, grafen nanoplatelet, pulpa kuafaji,
sitotoksisite.
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ABSTRACT

Evaluation of Physical, Biological and Mechanical Properties of Experimentally
Developed Contemporary Dental Pulp Capping Materials in In Vitro Conditions

Aim: In cases where the pulp is exposed, it is important to cover the pulp surface with a
biocompatible, physically and mechanically sufficient material. In this study, it is aimed
to evaluate the biological, physical and mechanical properties of frequently used and
experimentally developed pulp capping materials in vitro.

Material and Method: A homogeneous mixture was obtained by adding + 0.1% GNP
(graphene nanoplatelet) and + 0.3% GNP (graphene nanoplatelet) to Angelus MTA and
these groups formed the experimental group of the study. Angelus MTA and Dycal
were used as control groups. The materials were mixed according to the manufacturer's
instructions and disc-shaped specimens were formed in teflon molds. The
microhardness, SEM-EDX, XRD and FTIR analyzes of the materials and 24-hour and
72-hour MTT, TAS and TOS tests on gingival fibroblast cells were performed in vitro.
Results were evaluated statistically by using SPSS software.

Results: A significant difference was found between the control group and Angelus
MTA + 0.3% GNP in 24 and 72 hours MTT analysis (p <0.05) and 24-hour Dycal (p =
0.001) and 72-hour MTT analysis (p = 0.002). A significant difference was also found
between Dycal and Angelus MTA + 0.3% GNP groups at TOS 72., TAS 24th and 72th
hours and Dycal and control group at TOS 24 hours (p <0.05). The addition of GNP did
not make a significant difference in FTIR analysis. GNP did not yield a peak in XRD
analysis. As the amount of GNP doping increased, microhardness increased and particle
size decreased. It is evidenced by a SEM image, where the particle size decreases and
the hollow structure diminishes. In the EDX analysis, the effect of GNP was observed
with an increase in carbon content.

Conclusion: While the addition of GNP to MTA contributed positively to physical,
mechanical properties due to increase in quantity, it reduced the biocompatibility of the
material.

Keywords: Angelus MTA, Dycal, graphene nanoplatelet, pulp capping, cytotoxicity.
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1. GIRIS

Vital pulpa tedavisi, direkt pulpa kuafaji, indirekt pulpa kuafaji ve kismi veya
tam pulpotomi gibi prosediirleri kapsar (1). Direkt pulpa kuafaji agiga ¢ikmis pulpanin
koruyucu bir materyal ile ortiilmesi ve sert doku tamirinin indiiklenmesi i¢in planlanan
bir metottur. Indirekt pulpa kuafaji ise bir materyalin, vital pulpa ekspozunun meydana
gelmedigi ince bir dentin tabakasi iizerine uygulanmasini ifade eder. Pulpotomi,
uygulamasinda da pulpanin bir kismi ¢ikarilarak kalan kismi bir kuafaj materyali ile

ortiilmektedir (2).

Vital pulpa tedavisinin amact; pulpay: irrite eden etmenlerin uzaklastirilarak
enfeksiyonun ilerlemesini engellemek, tersiyer dentin olusumunun uyarilmasini ve
boylece, disin agizda gorevini siirdiirecek sekilde aktif kalmasini saglamaktir. Vital
pulpa tedavisi; pulpasi agik veya kapali olan vital dislerde, reversibl pulpa
hastaliklarinin  tedavi edilmesine yonelik uygulamalar1 kapsar (3). Vital pulpa
tedavisinin kok kanal tedavisine gore en 6nemli avantaji tamir ve savunma kapasitesi
olan canli pulpanin fonksiyonlarinin devam etmesini saglamasidir. Ayrica islem siiresi,
maliyet, minimal invaziv bir uygulama olma yoniinden de avantajlar1 vardir. Bir sonraki
asama olan kanal tedavisi ise islem sirasinda dogacak komplikasyon ve olumsuzluklarin
yani sira, invaziv bir tedavi oldugundan kalan dis dokusunu giicsiizlestirmektedir. Bu

sebepler, glinlimiizde rejeneratif endodontinin dogmasina etken teskil etmistir (4).

Dental pulpa; dis uyarilar1 algilamak icin biyolojik sensorler olarak gorev goriir.
Bu nedenle pulpanin canli kalmasi biiylik 6nem tasir. Disin canliliginin korunmasi ve
uyaranlar1 izole etmek icin kullanilan ve gecerli bir yontem olan direkt pulpa kuafaji
olaganiistii 6nem teskil eder (5-9). Ideal bir pulpa kuafaj materyali, pulpanin
enfeksiyona karsi izole edilmesi ve dis pulpa dokusunun tamiri i¢in biyolojik bir ortam

saglamalidir (10).

Bahsi gegen ilk tedavi prosediirii, 1756’da Pfaff (11) tarafindan gerceklestirilen
acik bir pulpa iizerinde bir kursun folyonun tatbik edilmesidir. Yaklasik 100 yil sonra,
ilk olarak Ca(OH). (kalsiyum hidroksit) i¢ceren materyaller ekspoz pulpa tedavisi igin
kullanilmistir. 1936'da, Ca(OH)2, Hermann'in (12) vital pulpa tizerinde sekonder dentin
olusumunu saglamada etkinligini gosteren ¢i1gir acan c¢alismasinin ardindan dis

hekimliginde yaygin olarak kabul gérmiistiir. O zamandan beri toz, macun ve ¢imento



bigimindeki Ca(OH),, vital pulpanin muhafazasi, mineralizasyonun indiiklenmesi ve
bakteriyel biiyiimenin inhibe edilmesi ile birlikte reperatif dentinin olusumunu
kolaylastirmak igin klinikte basarili bir sekilde kullanilmistir (13, 14). Ca(OH), bazh
materyal 1962'de (15) patent almis ve Dycal'n ilk klinik ¢alismasi 1963'te rapor
edilmistir (16).

Direkt kuafaj uygulamalarinda gilinlimiizde en ¢ok kullanilan materyal
Ca(OH)2’tir (17). Ca(OH)2, pulpa kuafaji igin kullanilan materyaller ig¢inde altin
standart olarak kabul edilmistir. Ca(OH)2’in etkisi, hidroksil iyonlarinin neden oldugu
kimyasal hasarin bir neticesi olarak kabul edilir. Perfore olan pulpaya uygulanan
Ca(OH)2’in ilk etkisi, yiizeysel bir nekrozun gelismesidir. Ca(OH)2’in neden oldugu
nekroz hafif irritasyona neden olur ve hiicrenin farklilagsmasi, hiicre disi matris
sekresyonu ve takiben mineralizasyon yoluyla tersiyer dentin kopriisiinii olusturmak
icin pulpay1 korur ve onarir (18). Dentin kopriisiiniin olusmasi direkt pulpa kuafajinin
klinik basarisinin anahtaridir. Ancak maymunlarda Ca(OH), tarafindan olusturulan
dentin kopriilerinin % 89'unun tiinel kusurlar1 igerdigi bildirilmistir (19). Ayrica bu
materyal, yliksek ¢oziiniirliik ve zaman i¢inde mikrosizint1 gésterme ve pulpa nekrozuna
sebep olma gibi dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlarindan otiirii biyouyumlulugu
yiiksek bir materyal olan MTA (mineral trioksit agregat) pulpa kuafaj materyali olarak
onerilmistir. MTA, Ca(OH)2’e goére daha kalin dentin kopriileri olusturur ve pulpa
nekrozuna sebep olma oranlari daha diisiiktiir. Ancak dislerin rengini degistirme

potansiyeli, uzun siiren sertlesme siiresi ve kullaniminin zor olmas1 gibi dezavantajlari

bulunmaktadir (20, 21).

Bir karbon atomu tabakasi olan grafenin gectigimiz on yilda, biyomedikal
uygulamalar biiyiik ilgi gérmiistlir. Grafenin antibakteriyel, antiplatelet ve antikanser
aktiviteleri oldugu bildirilmistir. Grafenin goéze carpan oOzellikleri, biyolojik ve
biyomedikal uygulamalar igin potansiyel bir aday olmasini saglamaktadir. Grafenin
sentezi, toksisitesi, biyouyumlulugu ve biyomedikal uygulamalar1 kapsamli aragtirma
gerektiren temel konulardir (22). Doku miihendisligi alaninda sinirli sayida ¢alisma
yapilmis ve sert doku olusturma potansiyeli oldugu ortaya ¢ikarilmis grafenin

dishekimliginde de arastirmaya acik bir materyal oldugu goriilmiistiir.

Glinlimiizde kullanilmakta olan kuafaj materyallerinin gdstermis oldugu bazi
dezavantajlarindan dolay1 kuafaj tedavilerinin basarili olamadigi durumlar meydana

gelebilmektedir. Bu nedenle de ideal kuafaj materyalleri arayisi stirmektedir. Yapilan bu
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calismada; giiniimiizde kuafaj materyali olarak siklikla kullanilan Ca(OH). (Dycal) ve
Angelus MTA kontrol grubu olarak kullanilmistir. Angelus MTA’ya %0.1 ve %0.3
oranlarinda grafenin bir tiirevi olan grafen nanoplatelet (GNP) katilarak deneysel kuafaj
materyalleri olusturulmustur. Elde edilen materyallerin mekanik, fiziksel ve biyolojik

etkileri in vitro olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bir¢ok perspektiften bakildiginda, pulpa essiz bir dokudur. Dentin matrisi,
odontoblastlar ile dogrudan temas halinde olan ve periferik olarak diizenlenmis
Ozellesmis hiicrelerle birlikte mezenkimal orijinli yumusak bir dokudur. Pulpa-dentin
kompleksi olarak da adlandirilan, dentin ve pulpa arasindaki yakin iligski histolojik
olarak farkli elementlerden olusan fonksiyonel bir varlik olarak diistiniilmelidir (23-25).
Pulpa vazodilatasyon ataklar1 ve artan filtrasyon sirasinda genigleme kabiliyetini
siirlayan diisiik uyumlu bir ortamda yer almaktadir. Arteriyoller, veniiller, lenfatikler
ve ekstravaskiiler doku arasinda karsilikli hacim degisiklikleri meydana gelebilirken
pulpa haznesindeki toplam hacim biiyiik 6l¢iide arttirilamaz. Sonug olarak, inflamatuar
reaksiyonlar sivi hacminde sinirh bir artisa bagli olarak doku basincinda artisa neden
olur (26, 27). Bu yiikselmeden sonra pulpal patalojiler meydana gelebilmektedir. Bunlar
reversibl ve irreversbl pulpitis, ilseraftif ve hiperplastik pulpitis olarak
adlandirilmaktadir (28).

Olgun pulpa embriyonik bag dokusuna benzerlik gosterir ve bu nedenle nispeten
zengin bir kok hiicre kaynagidir. Pulpa, aksonlar, vaskiiler doku, bag doku lifleri, esas
madde, interstisyel s1vi, odontoblastlar, fibroblastlar ve diger hiicresel bilesenleri i¢ceren
bir dizi doku elementini barindirir. Bu bilesenler dinamik olarak gelisimsel, fizyolojik
(6rnegin ortodontik veya ¢igneme kuvvetleri) veya patolojik uyaranlara tepki verir.
Genel dinamik yanit paterni, pulpa dokusunun bu uyaranlara karst doku nekrozunun

gerceklesip gergeklesmemesi konusunda 6nemli bir rol oynar (29).

Pulpa mikrodolagim sistemi ile desteklenir ve pulpanin en biiyiik vaskiiler
bileseni arteriol ve veniillerdir. Cogu dokudan farkli olarak, pulpa gercek bir kolleteral
sistem icermez ve apikal foraminaya giren nispeten az sayida arteriyole baglhdir.

Pulpanin vaskiiler sistemi yasla birlikte giderek azalir (30).

Dis pulpasi essiz bir duyusal organdir. Dentin koruyucu tabakasi ve en dista da

mine ile kapli olup uyarilmaya oldukg¢a yanitsiz olmasi beklenebilir.

Bununla birlikte, dentinin diisiik 1s1 iletkenligine ragmen, pulpa, soguk ve sicak
igecekler gibi termal uyaranlara karsi duyarlidir. Disin gelisiminden sonra, pulpa 6émrii
boyunca dentin olusturma yetenegini korur. Vital pulpa, mekanik travma veya

hastaligin neden oldugu mine veya dentin kaybinin kismen telafi edilmesini saglar (29).
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2.1. Pulpa-Dentin Kompleksi

Dentin ve pulpa histolojik olarak farklidir; ancak c¢ofu zaman benzer
embriyolojik kokenleri ve biitiinlesmis fonksiyonlari nedeniyle pulpa-dentin kompleksi
olarak adlandirilan tek bir islevsel varlik olarak kabul edilir. Pulpa, dentin iiretimi ve
dentin i¢in besin temin ederek dentinin innervasyonunu saglarken, dentin de pulpanin

korunmasi gorevini lstlenir (31).

2.2. Pulpanin Tabakalan

Genel olarak pulpa, dort farkli tabakadan olusmaktadir (32).

2.2.1. Odontoblast Tabakasi:

Saglikli pulpa hiicrelerinin en dis tabakasi odontoblast tabakasidir (Sekil 2-1). Bu
tabaka hemen predentinin bitisiginde bulunur. Bununla birlikte, odontoblast uzantilari,
predentin i¢inden dentin i¢ kismina gecer. Sonug¢ olarak, odontoblast tabakasi aslinda
odontoblastlarin hiicre govdelerinden olusur. Ayrica, odontoblastlar arasinda kilcal
damarlar, sinir lifleri ve dendritik hiicreler de bulunabilir (29). Aktif olarak kolajen
salgilayan geng¢ bir pulpanin koronal kisminda, odontoblastlar uzun bir siitun seklini
alirlar (33). Odontoblast ¢esitliligi odontoblastlarin uzunluklarina gore degisir.
Cekirdeklerinin hepsi ayni seviyede degildir ve siklikla bir palisade goriintiisii vererek
kademeli olarak dizilir. Bitisik odontoblastlar arasinda yaklasik 30 ile 40 nm arasindaki
bir genislikte kiiciik gap juncitonlar bulunur. Odontoblast hiicre govdeleri siki ve
aralikli birlesim kompleksleri ile baglanir (33-35). Gap junctionlar, sinyal
molekiillerinin  hiicre-hiicre gecisine izin veren connexin proteinleri tarafindan
olusturulur (36). Koronal pulpa igindeki odontoblast tabakasi, birim alan basma
radikiiler pulpadakinden daha fazla hiicre igerir (37). Olgun koronal pulpanin
odontoblastlar1 genellikle siitunludur, radikiiler pulpanin ortasindakiler ise daha kiibiktir

(Sekil 2.3) (29).

Disin kuronuna gore kokte birim bagina daha az dentin tiibiilii diiser, odontoblast
hiicre gévdeleri daha az ve yanlamasina yayilan sekildedir (37). Desmosomlar (zonula
adherens), gap junctionlar (neksuslar) ve bitisik odontoblastlar1 baglayan tight
junctionlar (zonula okludens) dahil olmak iizere bir dizi 6zel hiicre-hiicre birlesimleri
(Junctional kompleksleri) vardir. Birgok sayida gap junction, sinyal molekiillerinin

hiicreler arasinda gecgebildigi gecirgen yolaklar saglar (Sekil 2.5) ve nispeten tekdiize



predentin  tabakalar1 iireten salgi aktivitesini senkronize ederler (Sekil 2.2). Bu

junctionlar primer dentin olusumu sirasinda ¢ok sayida bulunur (29).

Gap junctionlar ve desmozomlar da odontoblastlarin subodontoblastik alandaki
fibroblast iiretimine katilmayr siirdiirmiistiir. Gap junctionlar gen¢ dislerde
odontoblastlarin apikal kisminda bulunur. Bu yapilar, hiicre i¢i boslugu kapatan
dogrusal sirtlar ve oluklardan olusur (38). Tight juctionlar odontoblast tabakasinin
gecirgenligini belirlerken; molekiillerin, iyonlarin ve sivinin pulpa ve predentinin
hiicre dis1 boliimleri arasinda gegisini kisitlayarak; dentin, mine veya sement ile
kaplanir (34). Kavite hazirligi sirasinda, bu baglantilar bozulur ve bdylece dentin

gecirgenligi artar (39, 40).

Dentin

Predentin

Odontoblast
Tabakasi

Hulcreden
fakir bdlge

Hucre
zengin bolge

Olgun pulpa
Hiicresi

Sekil 2.1. Olgun pulpanin morfolojik bdlgesi

Dentin

Odontoblast uzantilart

Predentin
Desmozom benzeri baglantt
Odontoblast
Kilcal damar
Sinir lifi ——
Hl'icr:d;,ax;\fakir ‘ Fibroblast
abaka
Hiicre zengin Ince damar
bolge Arteriyol

Sekil 2.2. Pulpanin tabakalar1



Sekil 2.3. Hiicreden zengin tabakanin goriilmedigi radikiiler pulpadaki diistik siitunsal

odontoblastlar

2.2.2. Hiicreden Fakir Tabaka

Koronal pulpadaki odontoblast tabakasina hemen bitisik olarak, genellikle
hiicreler yoniiden nispeten fakir olan yaklasik 40 mikrometre genisliginde dar bir bolge
vardir ve Weil'in hiicresiz tabakasi olarak adlandirilir (Sekil 2.1). Kan kapillerleri,
miyelinsiz sinir lifleri ve fibroblastlarin ince sitoplazmik uzantilari ile caprazlanir
(Sekil 2.2). Hiicreden fakir bolgenin varligi veya yoklugu reperatif dentinin iiretildigi
yasli pulpalarda belirgin olmayabilir (29).

2.2.3. Hiicreden Zengin Tabaka

Subodontoblastik alanda, pulpanin daha merkezi bdlgesine kiyasla nispeten
yiiksek oranda fibroblast iceren bir tabaka vardir (Sekil 2.1). Bu tabaka koronal pulpada
radikiiler pulpadan c¢ok daha belirgindir. Fibroblastlarin yani sira, hiicreden zengin
bolge makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi farkli sayida immiin hiicre icerebildigi gibi
farklilasmamis mezenkimal kok hiicreleri de bulundurabilir (29). Rat molar dislerinden
elde edilen verilere dayanarak; hiicreden zengin tabakanin, dis eriipsiiyonun
baslangicindan itibaren, pulpanin merkez bdlgelerini dolduran hiicrelerin periferal
gbgiiniin bir sonucu olarak olustugu ileri siiriilmiistiir (41). Immiino-kompetan
hiicrelerin hiicre dis1 bolgeye go¢ etmeleri antijenik zorlugun bir sonucu olarak ortaya
cikmistir (42). Hiicreden zengin bolgedeki hiicre boliinmesi normal pulpalarda nadir

olmakla birlikte, odontoblastlarin 6liimii mitoz oraninda biiyiik bir artisi tetikler.

Odontoblastlar post-mitotik hiicreler oldugundan, geri doniisiimsiiz olarak
yaralanan odontoblastlar, hiicreden zengin bodlgeden dentin i¢ yiizeyine goc¢ eden

hiicreler ile yer degistirirler (43). Bu mitotik aktivite muhtemelen yeni bir odontoblast
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tabakasinin olusumunda ilk adimdir (44-48). Calismalar, kok hiicrelerin bu yedek
odontoblastlar i¢in bir kaynak oldugunu gostermektedir (49).

2.2.4. Santral Pulpa

Santral pulpa, pulpanin merkez kiitlesidir (Sekil 2.1). Gevsek bag dokusundan
olusur ve daha biiylik kan damarlar1 ve sinirleri igerir. Bu bolgedeki en goze carpan

hiicre fibroblasttir (29).
2.3. Pulpanin Hiicreleri

2.3.1. Odontoblastlar

Odontoblastlar pulpanin karakteristik hiicreleridir. Cevresinde tek bir katman
olustururlar, matrisi sentezler ve dentin mineralizasyonunu kontrol ederler (50).
Kollajen liflerinin gémiilii oldugu lifli ve nonkollajenaz ii¢ protein halinde kollajen
iiretirler. Pulpanin koronal kisminda, odontoblastlar ¢cok sayida (45.000 ile 65.000 mm?
arasinda) bulunur ve nispeten biiyiikk ve siitun seklindedir. Kokiin servikal ve orta

kisminda, sayilar1 daha diistiktiir ve diizlesmis goriiniirler (33).

Odontoblastlarin, osteoblastlarin ve sementoblastlarin ultrastriiktiirel 6zellikleri
birbirine yakindir. Her biri oldukca yiiksek bir GER (graniillii endoplazmik retikulm),
belirgin bir golgi kompleksi, salgt graniilleri ve ¢ok sayida mitokondri sergilemesi
bakimindan benzerdir. Ek olarak, bu hiicreler RNA bakimindan zengindir ve
cekirdekleri bir veya daha fazla belirgin niikleol igerir. Aktif dentinogenez sirasinda,
endoplazmik retikulum ve golgi aygiti belirgindir ve sayisiz mitokondri ve vezikiil

vardir (29, 51).

Odontoblastlar, dentin tiibiiliinii olusturmak i¢in hiicresel bir uzantiy1 arkasinda
birakir ve hiicre govdesi, mineralize dokunun disinda bulunur. Majoér odontoblast
uzantilar1 (52, 53) arasindaki yanal dallar, kemik ve sementumdaki kanalikiiller
boyunca birbirine bagli osteositler ve sementositler gibi kanallarin i¢inden gegerler. Bu,
hiicre i¢i iletisim icin bir yol olmustur. Aktif odontoblastin hiicre govdesi, dort
niikleotid icerebilen genis bir ¢ekirdege sahiptir (Sekil 2.4). Cekirdek, hiicrenin
bazalinde bulunur ve bir niikleer zarf igerisindedir. Supraniikleer sitoplazmada merkezi
olarak bulunan iyi gelismis bir golgi kompleksinde, diizgiin duvarli kesecikler ve

sisternalar vardir. Sisterna membranlari ile yakindan iligkili ¢ok sayida ribozom, protein



sentezi bolgelerini isaretlemektedir. Sisterna liimeninde lifli materyal (muhtemelen

yeni sentezlenmis proteini temsil eder) gézlemlenebilir (Sekil 2.5) (29).

Ekstraselliiler matrikste kiiciik miktarlarda tip V kollajen bulunmasina ragmen,
odontoblastin esas olarak tip I kollajen sentezledigi goriilmektedir (54, 55).
Proteoglikanlara (56-58) ve kolajene (54, 59) ek olarak odontoblastlar; dentin
sialoproteini (60), fosforin (60, 61) ve hiicre dis1 mineralizasyonda yer alan yiliksek
oranda fosforile fosfoprotein salgilar (60, 62). Fosforin dentine 6zgiidiir ve diger
mezenkimal hiicre tiplerinde bulunmaz (62). Odontoblast ayrica hem asit fosfataz hem
de alkalin fosfataz salgilar. Alkalin fosfataz enzimi mineralizasyon ile yakindan
iligkilidir; ancak dentinogenezde alkalin fosfatazin kesin rolii tam olarak
anlasilamamustir. Bir lizozomal enzim olan asit fosfataz, predentin matriksinden emilen
sindirim materyalinde yer alabilir (63). Aktif odontoblastin aksine, istirahat halindeki
veya inaktif odontoblastin organel sayist azalmistir (33, 37). Bu degisiklikler, dentin
tiretimi primerden sekonder dentine kaydiginda kok gelisimi ve eriipsiyonunun

tamamlanmasi ile baslayabilir (29).
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Sekil 2.5. A: Fare odonblast hiicrelerinin elektron mikroskobu ile goriintiillenmesi; gap
jinctionlar (oklar), ¢ekirdek (N), mitokondri(M), golgi kompleksi (G) ve graniillii
endoplazmik retikulm (GER) B: Gap junction

2.3.2. Fibroblastlar

Fibroblastlar pulpada en cok bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler fonksiyonel
durumlan ile karakterize edilir. Geng pulpalarda fibroblastlar; kollajen lifler ve esas
madde tretir. Geng pulpalarda, merkezi bir konumda bulunan ve birden ¢ok uzantiya
sahip olan biiyiik bir oval ¢ekirdege sahiplerdir (sekil 2.6) (64). Bu hiicreler, tip I ve III
kolajenin yani sira proteoglikanlar ve GAG'lar1 sentezler. Boylece ECM'in (ekstra
selliiler matriks) matriks proteinlerini iiretir ve siirdiiriirler. Pulpa boyunca dagilmis
olmasina ragmen, fibroblastlar hiicreden zengin bolgede 6zellikle bol miktarda bulunur.
Olgunlastik¢a hiicreler yi1ldiz formuna gelir ve golgi kompleksi biiyilir, GER ¢ogalir,
salgi kesecikleri goriiniir ve fibroblastlar protein salgilayan hiicrelerin karakteristik

goriinlimiinii alir. Ek olarak, kollajen fibrilleri hiicre govdesinin dis ylizeyi boyunca
birikir (64) .

Kan damarlarmin, sinirlerin ve kollajen liflerinin sayisindaki artisla, pulpadaki
fibroblast sayisinda nispi bir azalma olur (29). Pulpanin bir¢ok fibroblasti, nispeten
farklilasmamis olarak karakterize edilir. Farklilasmamis hiicreler i¢in daha modern bir
terim kok hiicre terimidir. Bir¢ok pulpal hiicre nispeten farklilasmamis bir modalitede
kalmaktadir (diger birgok bag dokusunun fibroblastlarina kiyasla) (65). Pulpada ¢ok
sayida retikiilin benzeri lif de gozlemlenir. Retikiilin lifler, giimiis boyalar1 i¢in bir
afiniteye sahiptir ve pulpanin arjirofilik liflerine benzerdir. Bununla birlikte dikkatli bir
incelemede, gergek retikiilin liflerinin pulpada bulunmayabilecegi anlagiimaktadir.

Bunun yerine daha once tarif edilen lifler aslinda arjirofilik kollajen lifleridir (66). Lifler
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goriinlise gore bir GAG kilifi kazanirlar ve giimiis boyalarla boyanan bu kiliftir. Geng
pulpada, nonarjirofilik kolajen lifleri seyrek olmakla birlikte, pulpa yasi arttikca
giderek artmaktadir (29).

b =™ ,
SATOCE .
A - T P Fibroblastlar

'_'_._\‘s . 4

Kan hiicresi

Kollajen lifler

Sekil 2.6. Geng pulpada fibroblastlar, kollajen lifler ve kan hiicreleri

Pulpada yara iyilesmesini incelemek i¢in birgok deneysel model gelistirilmistir,
ozellikle pulpotomi veya pulpotomi sonrasi dentinal koprii olusumu incelenmistir (29).
Bir ¢alisma (43), oncii odontoblastlarin farklilasmasindan onceki mitotik aktivitenin
oncelikle perivaskiiler fibroblastlar arasinda ortaya c¢iktigini gostermistir. Pulpal
fibroblastlar dental pulpada sinyal yollarinda aktif rol alir gibi gériinmektedir. Ornegin,
fibroblast biiylimesi ve sentezi, ndropeptidler tarafindan uyarilir; sirayla, fibroblastlar
inflamasyon sirasinda NGF (sinir biliylime faktorii) ve proinflamatuar sitokinler {iretir
(67-69). NGF, sadece gelisimde degil, ayn1 zamanda yaralanmaya kars1 néron alim ve

muhtemelen odontoblast tepkilerini diizenlemede de 6nemli bir rol oynar (68).

2.3.3. Makrofajlar

Makrofajlar, kan dolasimim1 terk eden, dokulara giren ve g¢esitli alt
popiilasyonlara ayrilan monositlerdir. Farkli alt popiilasyonlar, immiino-histokimyasal
calismalarda antijenik Ozellikleri ile incelenebilir. Bir ¢ogu kan damarlara yakin
bulunur. Makrofajlarin biiylik bir alt popiilasyonu, endositoz ve fagositozda oldukga
aktiftir (Sekil 2.7). Hareketliliklerinden ve fagositik aktivitelerinden 6&tiirii, siipiiriicii
olarak hareket edebilirler, ekstravaze kirmizi kan hiicrelerini, 6lii hiicreleri ve yabanci
cisimleri dokudan temizlerler. Fagositoza ugramis materyal, lizozomal enzimlerin etkisi

ile yok edilir (29).
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2.3.4. Dendtritik Hiicreler

Dendritik hiicreler bagisiklik sisteminin aksesuar hiicreleridir. Benzer hiicreler,
epidermis ve mukoza zarlarinda Langerhans hiicreleri olarak adlandirilir (70, 71).
Dendritik hiicreler oncelikle lenfoid dokularda goriiliir; ancak pulpa da dahil olmak

tizere bag dokularina da yaygin sekilde dagilmislardir (Sekil 2.9) (29).

Sekil 2.7. immiinoelekron mikroskobu ile goriintiilenen insan pulpa hiicresinde

olgunlagsmis makrofaj (M), fagazom (P), lenfosit (Ly)

Bu hiicreler antijen sunan hiicreler olarak adlandirilir ve hiicre yilizeyinde
dendritik sitoplazmik uzantilar ve sinif I MHC komplekslerinin varligi ile karakterize
edilir (Sekil 2.8). Normal pulpada predentine yakin pulpanin periferinde bulunurlar,
antijenik degisimden sonra pulpanin merkezine gé¢ ederler (29). T hiicresine bagimli
immiinitenin indiiksiyonunda merkezi bir rol oynadiklar1 bilinmektedir. Antijen sunan
makrofajlar gibi, dendritik hiicreler protein antijenlerini i¢ine alir ve daha sonra
antijenlerden ve MHC smif II molekiillerden bir peptid fragmanlar1 toplulugu sunar.
MHC smif I molekiilleri T hiicrelerinin tantyabilecegi bir diizenektir. Daha sonra MHC
sif I molekiilleri, bir T hiicresi reseptoriine baglanir ve T hiicresi aktivasyonu olusur
(Sekil 2.10). Sekil 2.11°de, bir dendritik benzeri hiicre ve bir lenfosit arasinda hiicre-

hiicre temasi gosterilmektedir (29).

2.3.5. Lenfositler

Hahn ve ark. (72), insan dislerinin normal pulpalarinda T lenfositlerin
bulundugunu bildirmislerdir. T8 (baskilayici) lenfositler, bu 6rneklerde mevcut olan
baskin T lenfositlerin alt kiimesidir. Lenfositler ayrica, etkilenmis dislerin pulpalarinda

gozlenmistir (73). Makrofajlar, dendritik hiicreler ve T lenfositlerin varligi, pulpanin
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bagisiklik yanitlarinin baslamasi i¢in gerekli hiicrelerle iyi bir sekilde donatildigini

gosterir (70, 74). Lenfositler normal pulpada bulunmaz (29).
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Sekil 2.8. insan pulpasindaki dendritik benzeri hiicrenin (DC) immiinoelektron
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Sekil 2.9. insan pulpasinda, pulpa-dentin sinir bdlgesindeki class II antijen eksprese

edici dendritik hiicrelerin immiinositokimyasal goriintiilemesi. Dentin (D),

Sekil 2.10.
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MHC sinif II molekiilii salgilayan hiicrelerin fonksiyonu
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Sekil 2.11. Dendritik hiicre ve lenfosite benzeyen hiicrenin immiinoelektron

mikrografisi

2.3.6. Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, kan damarlar ile iligkili olarak kiigiik gruplar halinde meydana
geldikleri bag dokularinda yaygin sekilde dagilmigtir. Mast hiicreleri iltihapli pulpada
bulunsa da, normal pulpa dokusunda nadiren bulunur (74). Mast hiicresi, enflamatuar
reaksiyonlardaki ©nemli rolii nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmistir. Mast hiicrelerinin
graniilleri heparin, bir antikoagiilan ve énemli bir enflamatuar mediatdr olan histamin

ve diger birgok kimyasal faktor igerir (29).

2.4. Dentin

Dentin disin genel formunu saglayan tiibiiler yapida sert bir doku olarak
karakterize edilir. Mineden once olusmaya basladig1 i¢in; kuron, tiiberkiil ve koklerin
sayis1 ve biiytikliigii de dahil olmak iizere disin seklini belirler (75). Dentin mineralize
bir doku olmasina ragmen, mineye gore daha az mineral igerir ve daha direngli olup,
kirllma ve c¢atlaklara karsi giliclidiir. Dentin, onu {ireten hiicrelerin sitoplazmik
uzantilarini, odontoblastlar1 ve sinir uglarini i¢ceren canli bir dokudur. Dentin, bol kan ve
sinir beslenmesine sahiptir ve pulpay1 g¢evreler, ayrica immiinolojik ve yenileyici
ozellikleri mevcuttur (76). Dentin fiziksel ve kimyasal olarak kemige cok benzer.
Kemik ve dentin arasindaki temel morfolojik fark, kemigin olusumunda rol oynayan
osteoblastlarin bir ¢ogunun kemik yiizeyinde bulunurken, dentin olusumunda rol
oynayan odontoblastlarin hiicre goévdelerinin dentin disinda kalarak uzantilarinin
(prosesleri) ise dentin tiibiillerinde bulunuyor olmasidir. Osteblast hiicreleri matris
icinde bulundugunda ise osteosit ismini almaktadir. Ikisi de hayati dokular olarak kabul

edilir; ¢linkii canli protoplazma igerirler (75).
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2.4.1. Dentinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Geng bireylerin dislerinde dentin genellikle agik sarimsi renktedir ve yaslandikca
daha koyulasir. Cok sert ve kirilgan olan minenin aksine, dentin viskoelastik ve hafif
deformasyona maruz kalir. Kemikten biraz daha sert ama mineden c¢ok daha
yumusaktir. Dentin sertligi dis tipleri arasinda ve kuron ile kok dentini arasinda
degisiklik gosterir. Primer dislerin dentinleri kalici diglerden biraz daha incedir. Dentin
icindeki mineral tuzlarinin daha diisiik icerigi, dentini mineden daha fazla radyolusent
yapar (75). Dentin; hacim olarak %40-45 mineral matriks, %30 organik matriks ve
%20-25 sudan (67), agirlik olarak ise % 70’1 inorganik, % 20’si organik ve % 10’u
sudan olusan bir dokudur (77). Organik madde, mukopolisakkaritlerin (proteoglikanlar

ve glikozaminoglikanlar) esas maddesine gomiilmiis kolajendz fibrillerden olusur.

Tip I kollajen, dentinde bulunan baslica kollajen tiiriidiir. Esas maddenin 6nemli
bilesenleri proteoglikanlar-kondroitin stilfatlar, dekorin ve biglikan, glikoproteinler-
dentin sialoprotein (DSP), osteonektin, osteopontin, dentin-fosfoprotein (DPP), gama
karboksiglutamat igeren proteinler (Gla-proteinler) ve fosfolipitlerdir. Dentin matris
proteini ve kemik birbirine benzer, ancak dentin sialoprotein ve dentin fosfoprotein

sadece dentin iginde bulunur (75).

Dentinin inorganik yapisi diger mineralize dokularda oldugu gibi kalsiyum
hidroksiapaptit ~kristallerinden (Caio[PO4]s[OH]2) meydana gelmektedir. Dentin
dokusunun mineye oranla inorganik icerigi %?20 daha azdir ve hidroksiapatit
kristallerinin boyutlar1 daha kii¢iik oldugu i¢in mineye gore daha yumusaktir; fakat
kemik dokusuna benzer olup kemik ve sement dokusundan serttir (77).

2.4.2. Primer Dentin

Kokiin tamamlanmasindan 6nce olusan dentin, primer dentin olarak bilinir (78).
Once dentin-mine birlesiminde birikir (Sekil 2.12) ve birlesme noktasindan
interglobiiler veya globiiler dentin bolgesine yaklasik 150 mikrometre uzanir. Bu kisim
manto dentin olarak adlandirilir; ¢linkii dentinin geri kalam iizerinde ortii veya manto
gorevi goriir. Sirkumpulpal dentin, dogrudan manto dentin altinda uzanir ve disin
primer dentin kiitlesini igerir. Sirkumpulpal dentin, kuronda 6 ile 8 mm kalinliginda ve
koklerde biraz daha ince olabilir. Manto dentin biraz daha az mineralizedir ve

sirkumpulpal dentinden daha az defekt igerir (64).
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Interglobular
dentin

Sekil 2.12. Manto dentinin ve interglobuler dentinin histolojik kesiti

2.4.3. Sekonder Dentin

Sekonder dentin, pulpay1 ¢evreleyen dar bir dentin bandidir, kok tamamlandiktan
sonra olusan dentini temsil eder. Bu dentin primer dentinden daha az tiibiil icerir. Cok
daha diisiik bir oranda sentezlenir ve primer dentine gore yapi bakimindan daha
diizensizdir. Sekonder dentin digin yasaminin geri kalan1 boyunca biriktirilir. Primer ve
sekonder dentin, tersiyer dentinden (onarici, reaksiyoner) farkli olarak, ciirik veya
okliizal aginma gibi patolojik bir siirecin sonucu olarak biriktirilir. Olusan sekonder
dentin herhangi bir dis uyarana cevap degildir ve primer dentin gibi goriinmektedir.
Dentin tiibiillerinin diizenli olarak dizilmesi nedeniyle diizenli (regular) sekonder dentin
olarak bilinir. Apikal dentin ise hem primer hem de sekonder dentinde, dentin
tiibiillerinde diizensizlik gosterir (29, 75). Sekil 2.13’te primer ve sekonder dentin

gosterilmektedir (64).

Primer dentin
Sekonder

dentin

Sekil 2.13. Primer dentin (solda) sekonder dentin (sagda)

2.4.4. Tersiyer Dentin

Tersiyer dentin tamir, cevap veya reaktif dentin olarak da ifade edilmektedir. Bu

dentin, pulpa-dentin sinirinda dentine daha yakin olup; ¢iiriik veya restoratif prosediirler
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gibi travmaya tepki olarak olusur. Tersiyer dentin orjinal odontoblastlar tarafindan ya da
odontoblastlarin 6limii halinde, yakin mezenkimal kok hiicrelerden kdken alir. Tersiyer
dentinin islevi, pulpayr zararli etkilerden korumaktir. Tersiyer dentin primer ve
sekonder dentin ile karsilastirildiginda yapisi diizensizdir (29, 75). Tersiyer dentin pulpa
stimiilasyonundan kaynaklanir ve sadece odontoblastik aktivasyon sahasinda olusur.
Tersiyer dentin olusumu atrizyon, abrazyon, ¢iiriik veya restoratif prosediirlerin sonucu
olsa da, bu dentin sadece uyarilan alanlarin altinda toplanir ( (Sekil 2.14 ve 2.15) (64).
Hizli bir sekilde depolanabilir, bu durumda ortaya ¢ikan dentin, seyrek ve bikiilmiis
tiibiiller ve olast hiicre inkliizyonlari ile diizensiz goriniir (Sekil 12.15, B ile E). Bu tip
dentinde odontoblastlar, fibroblastlar ve kan hiicreleri bulunmustur. Aksine, daha az
uyaran nedeniyle yavas yavag sekillenirse, primer veya sekonder dentin gibi daha
diizenli goriintir (Sekil 2.14 ve 2.15, A). Zaman zaman tersiyer dentin, dentinden ¢ok

kemigi andirmaktadir bu nedenle osteodentin olarak da adlandirilmaktadir (64).

Pulpa

Nonnal Bukac tiibil Osteodentin Diizensiz Kombmasyon

Sekil 2.15. Normal ve onarict dentin: A normal dentin, B-E reparatif dentin, B tiibiil
sayisinda azalma, C hiicre inkliizyonu, D diizensiz ve biikiilmiis tiibiiller, E tiplerin

kombinasyonu
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Tersiyer dentin, kendi i¢inde reaksiyoner ve reperatif dentin olarak iki alt sinifta
degerlendirilmektedir (79). Reaksiyoner dentin, hayatta kalan odontoblast hiicrelerinin
tipik olarak daha hafif uyaricilarla uyarilmasiyla olusturulan tersiyer dentin olarak
tanimlanmaktadir. Buna karsilik, reparitif dentin, yeni nesil odontoblast benzeri
hiicrelerin olusturdugu tersiyer dentin olarak tanimlanir. Boyle bir yanit normalde daha

giiclii uyaranlardan sonra goriiliir (80).

2.5. Vital Pulpa Tedavisi

Vital pulpa tedavisi, direkt veya indirekt pulpa kuafaji, pulpotomi ve pulpa
hasarini en aza indiren, kimyasal, bakteriyel, mekanik veya termal travmanin toksik
etkilerinden pulpayr koruyan herhangi bir tedaviyi igerir (80). Direkt pulpa kuafaji,
pulpal dokunun canliligini korumak i¢in bir ilag ya da restoratif materyali perfore pulpa
lizerine yerlestirme prosediirii olarak tanimlanmaktadir (7, 81). Basarili direkt pulpa
kuafaji, kok kanali tedavisi veya ¢ekim gibi daha karmasik veya invaziv tedavi
seceneklerine olan ihtiyact onler (82). Direkt pulpa perforasyonu, derin g¢iiriiklerin
temizlenmesi sirasinda olusabildigi gibi mekanik aksilikler ve travmalar nedeniyle de

meydana gelebilmektedir (7).

2.5.1. Vital Pulpa Tedavilerinin Basarisimi Etkileyen Faktorler

Vital pulpa tedavilerinin basarisin1 etkileyen birgok etken gosterilmistir.
Bunlardan bazilari, hekimin materyal ve teknik se¢iminden etkilenmektedir; ayrica vaka
secimini etkileyen kritik faktorlerle de ilgilidir. Bu etkenlerin anlagilmasi vital pulpa

tedavisine uygun vakalarin segiminde rehber olacagi i¢in 6nemlidir (80).
Direkt pulpa kuafaji basarisini arttirabilen etkenlerden bazilart sunlardir:
1) Spontan veya siirekli agr1 6ykiisii olmayan asemptomatik dis,
2) 0.5 mm'den kiigiik pulpa perforasyonu,
3) Pulpa perforasyonundan sonra kontrol edilebilen kanama,
4) Islem sirasinda ¢alisma alaninin dogru izolasyonu, (83)

5) Perforasyon alanina komsu dentinden kaynaklanabilen bakteriyel sizintinin

engellenmesi (7).
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2.6. Direkt Pulpa Kuafaj Materyalleri:

Gegmisten giiniimiize kadar direkt pulpa kuafaji icin cesitli materyaller

kullanilmistir. Bunlardan bazilar1 asagida siralanmastir;
e (Cinko oksit 6jenol (7, 83),
e Cam iyonomer (7, 83),
e Bonding ajanlar (7, 83),
e Ca(OH)2 (kalsiyum hidroksit) (7, 83),

e Kalsiyum slikat esasli materyaller (MTA, Biodentin, Bioaggregate, Therecal,
ERRM, Kalsiyumdan zenginlestirilmis siman) (84),

Ayrica yapilan ¢alismalarda propolis (85), tetra kalsiyum fosfat simanlar (86),
demineralize dentin matriksi (87), hidroksiapatit kristalleri (88), mine matriks tiirevleri
(89), rekombinant insan osteojenik proteinleri (90), kemik sialoproteinleri (90),
hyaluronik asit (91), biiyiime faktorleri (92) gibi bir¢ok direkt kuafaj materyali de

deneysel olarak kullanilmistir.

2.6.1. Cinko Oksit Ojenol

Cinko oksit djenol, dishekimliginde kaide materyali veya gecici restorasyon
materyali olarak siklikla kullanilir (7). Ek olarak, pulpa dokusuna palyatif ve yatistirict
bir etki liretmek ic¢in pulpa kuafaj materyali olarak ¢inko oksit ¢jenol kullanilmasi
Onerilmistir (83). Bununla birlikte, direkt pulpa kuafaji i¢in ¢inko oksit §jenol kullanimi
lizerine yapilan bir calismada, zayif klinik sonuglar ve pulpanin kronik enflamasyonu

gorilmistir (7).

2.6.2. Cam Iyonomer

Cam iyonomer ve rezin modifiye cam iyonomerin, dentine adezyon kabiliyeti ve
bakteri istilasini  Onleme kabiliyeti nedeniyle altin, amalgam veya seramik
restorasyonlarda kaide olarak kullanilmasi onerilmistir (7, 83). Cam iyonomer, ayrica
mikro sizinttyr onlemek i¢in kompozit restorasyonlar altinda bir yalitim materyali
olarak da kullanilmaktadir (93). Direkt pulpa kuafaj isleminde, her iki materyalin de
pulpa dokusu ile dogrudan temas halinde kullanildiginda sitotoksik oldugu kabul edilir.

Direkt pulpa kuafaj materyali olarak rezin modifiye cam iyonomerin kullanildig1 bir
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aragtirmada, zayif klinik sonuglar gozlenmis ve tersiyer dentinin de olusmadigi

gorillmiistiir (7).

2.6.3. Bonding Ajanlar

Adeziv sistemlerin direkt pulpa kuafaj ajan1 olarak kullanilmasi 1900’ li yillarda
baslamistir (94). Ekspoz pulpada kuafaj ajani olarak adezivlerin kullanilmasi, adeziv
bilesenlerin muhtemel toksisitesi ve adezivlerin ekspoz pulpa lizerinde basarili bir
sekilde kullanilmasi icin kritik faktér olusturmasi nedeniyle tartismali bir sorun olmaya
devam etmektedir. Bu olumsuz etkilerin sebebi pulpa i¢ine yayilan ve iyilesme icin
olumsuz uyaranlara neden olan polimerlesmemis rezin monomerlerdir (95, 96). Ayrica,
kanama ve nem kontroliinii saglarken yasanan zorluklar, polimerizasyon sirasindaki 151k
yogunlugu ve dalga boyu ve marjinal sizintinin 6nlenememesi gibi klinik kullaniminda

zorluklar bulunmaktadir (97).

Bonding ajanlarin direkt pulpa kuafajinda kullanildigi birkag hayvan
calismasinda pulpanin iyilesme gosterdigi gozlemlenirken (98, 99), bazi hayvan
caligmalarinda ise yeterli pulpal iyilesmenin olmadigi goriilmistir (100, 101).
Sizdirmazlik yararinin aksine, birka¢ g¢alisma, adeziv sistemlerinin Ca(OH). bazli
materyallerle karsilastirildiginda direkt pulpa kuafaj tedavisinde stirekli kronik
inflamasyon ve gecikmis dentin kopriisii olusumuna neden olma dezavantajlarina sahip
oldugunu géstermistir (102, 103). Ancak mikrosizinti ve pulpaya olan bakteri istilasi
onlendigi takdirde pulpa kuafaji i¢in olumlu sonuglar elde edilebilmektedir (104). O
nedenle giinimiizde MDPB (12-methacryloyloxydodecylpyridinium bromide) iceren
primer ve adeziv bonding ajanlar gelistirilmis ve polimerizasyondan sonra oldukca
etkili antibakteriyel 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir (105). MDPB igeren primer,
pulpa canliligin1 ve primer odontoblastik fonksiyonu muhafaza etme yetenegine sahip
olabilir ve bu nedenle pulpada antibakteriyel monomer iceren self-etch adeziv
kullanmak miimkiindiir. Restorasyonun yerlestirilmesinden sonra rezidiiel bakterileri
inhibe eder (104). Cui ve ark’nin (104) yaptigi calismada MDPB igeren self etch
bonding ajanlarin in direkt kuafaj ajan1 olarak kullanilmasi onerilirken; daha giincel bir
calisma olan Parthasarathy ve ark’nin (106) yaptig1 ¢alismada MDPB igeren self etch
bonding ajanlar direkt kuafaj ajani olarak kullanilmistir. Parthasarathy ve ark’nin
yaptigi ¢alismada Ca(OH)2 ve MDPB igeren self etch adeziv direkt kuafaj ajan1 olarak

karsilagtirtlmistir. 7 gilinliik gozlem siiresinden sonra enflamatuar reaksiyon, MDPB
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igeren self etch adeziv grubunda Ca(OH), grubuna gore onemli Ol¢lide daha diisiik
siddette gozlemlenmis; ancak 30 giin sonra olusan dentin kopriisi MDPB iceren self

etch adeziv grubunda Ca(OH)2 grubuna gore daha diisiik bulunmustur.

2.6.4. Kalsiyum Hidroksit (Ca(OH)2)

Ca(OH)2 uzun yillardan beri direkt pulpa kuafaji prosediirlerinde “altin standart”
olarak taninmistir (107). Ca(OH)2 yillardir kullanilan bir materyaldir. 1920'de Herman
(108), dental pulpa tedavisi i¢in Ca(OH)2 kullanimin1 6nermistir. Materyal 1921'de dis
hekimligi uygulamalaria tanitilmis ve o zamandan beri ¢ok popiiler bir kavite liner
olarak kullanilmaktadir. Dis hekimligindeki popiileritesi ise 1930'da bir insan ¢aligmasi
yayinlandiktan sonra artmistir (81). Tarihsel bir bakis agisiyla, Ca(OH)2 iiriinlerinin
tanitim1 vital pulpa tedavisinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamistir. Pulpa kuafaj
ajanlar1 olarak vaat edilen ilk materyaller, dentin talaslari ve Ca(OH)2’in birlikte
kullanildigit macunlardir (109). Cok sayida takip eden calisma, g¢esitli Ca(OH)2
formiilasyonlari ile tedavi edilen vakalarin yaklasik % 50 ile % 87'sinde dentin kopriisii

olusumunu gostermistir (110-117).

Ca(OH)2, kalsiyum okside doniisene kadar kalsiyum karbonatin kalsine edilmesi
(1sit1lmast) yoluyla elde edilen giiclii bir bazdir. Ca(OH)., kalsiyum oksidin hidrasyonu
ile elde edilir ve Ca(OH). ve karbon dioksit arasindaki kimyasal reaksiyon kalsiyum
karbonat olusturur. Yiiksek pH'a (12.6) sahip beyaz bir tozdur ve suda az ¢oziiniir (25°C
sicaklikta 1.2 g/L ¢oziintirlik) (118). Ca(OH)2’in 6zellikleri kalsiyum ve hidroksil
iyonlarina ayrigmasindan gelir ve bu iyonlarin dokular ve bakteriler tizerindeki etkisi bu
maddenin biyolojik ve antimikrobiyal 6zelliklerini agiklar. Biyolojik 6zelliklerdeki
degisiklikler, kimyasal reaksiyonlarla da anlasilabilir; ¢linkii karbondioksit varliginda
Ca(OH)2 kalsiyum karbonat (zayif asit oksit) olur ve bu iriin Ca(OH)2’in
mineralizasyon kabiliyeti gibi biyolojik 6zelliklerine sahip degildir (119).

Dis hekimliginde Ca(OH)2 mineralizasyonda ve antimikrobiyal etkilerde 6nemli
bir rol oynar. Mineralizasyon etkisi, Ca(OH).’in, alkalin fosfataz enzimini (doku
enzimi) aktive etme kabiliyetinden kaynaklanir ve sert doku kopriisiiniin olusumuna
katilan hidroksiapatitin molekiiler birimi olan kalsiyum fosfat {iretir. Pulpa dokusu ile
Ca(OH). dogrudan temasi, birka¢ dakika iginde nekrotik alanlarin olusumunu indiikler.

Bundan sonra, mineralize doku olusumu yedinci ile onuncu giin arasinda gozlenir (118).
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Yapilan ¢alismalar, yapinin gegirgen olup olmadiginin ve yine de tatminkar bir
pulpa korumasinin saglanip saglanmadigini  belirlemek igin, Ca(OH)2 ile
sekillendirilmis dentin kopriilerinin ultrastriiktiiriinii degerlendirmistir (120). Baska bir
caligmada, kasten perfore edilen insan premolar ve {igiinci molar dis pulpast bir
Ca(OH)2 (Pulpdent) ile kapatildiktan sonra 4 ile 15 hafta sonra olusturulan dentin
kopriilerini  degerlendirmek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanmistir
(121). Sonuglar tedavi sonrasi, daha uzun doénemlerde tam dentin kopriisii ve kalinlik
artis1 gostermistir. 6 haftadan daha uzun bir siire boyunca islenmis pulpalarin ¢apraz
kesitleri, doku artiklart ve Ca(OH), fibrodentin olarak tanimlanan liflerin kaba bir ag
Orglisiiniin orta tabakasi ve tiibiiler osteodentin gosteren bir i¢ tabakadan olusan iistiin

bir amorf tabakay1 gostermistir (80).

Pulpanin durumu, bakteri varligi ve sert dokunun inflamasyon siirecinin
devamliligi ile iligkilidir (122). Kirk ve Meyer (123), ratlarda pulpa ekspozunda kuafaj
ajan1 olarak Ca(OH)2’i, ¢inko oksit 6jenol ve bir kortizon-antibiyotik kombinasyonu
olan Ledermix (Wyeth Lederle, Glostrup, Danimarka) ile karsilastirmistir. Ca(OH)z,
hizl bir sekilde diizenli olarak kalkosferit olusumuyla tam bir onarim saglamistir. Diger

iki materyal, dentin kopriisii olusumunu 6nlemistir.

Baz1i c¢alismalar Ca(OH), tarafindan olusturulmus dentin koprilerinde
gozeneklilik bildirmistir (124). Bir grup arastirmaci ise Ca(OH): ile direk pulpa kuafaj
calismanin sonuglarin1 6zetleyerek, 1 ile 2 yillik bir takip periyodundan sonra bir dizi

iltihapli ve enfekte pulpa oldugunu bildirmislerdir (19).

Uzun yillar boyunca, ¢alismalar Ca(OH)2’in, bonding ajanlar veya cam iyonomer
gibi daha once tartigilan materyallerden distiin oldugunu gostermistir. Ca(OH)2
kullanarak yapilan pulpa kuafajinin sonucu hem kisa hem de uzun takip siirelerine
dayanarak basarili olmustur (7). Ca(OH).’in iki ana dezavantaji vardir. ilk olarak,
materyal zamanla ¢ozilinebilir. Bu nedenle, kalsiyum hidroksit tabakasi lizerine ayrica
sizdirmaz bir materyal yerlestirilmesi onerilmektedir (7, 83). Ikinci dezavantaji ise;

pulpa iizerindeki onarict dentin katmanindaki tlinel kusurlarinin varligi olarak

bildirilmektedir (7).

Ote yandan, Ca(OH); igeren pulpa kuafaj materyalleri diisiikk mukavemet (basing,
gerilme), MTA’dan daha diisiik elastikiyet modiilii, zamanla ve fosforik asit veya eterle

artan c¢oziiniirliik, yliksek sitotoksisite (yiikksek pH seviyesinden), zayif sizdirmazlik
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kabiliyeti (dogal adezyon oOzelligi yoktur) ve tersiyer dentindeki tiinel defektlerinin
indiiksiyonu dahil olmak tizere birgok dezavantaja sahiptir (125, 126). Ek olarak, bu
materyal dentinogenezi 6zel olarak uyarmaz; bunun yerine, sert doku kopriisii olarak

minerallesmis doku olusumunu indiikler (7) .

2.6.4.1. Ca(OH)2¢in Dentin Kopriisii Olusum Mekanizmasi

Ca(OH)2 antibakteriyel 6zelliklere sahip olup pulpanin bakteri penetrasyonunu
en aza indirebilir veya ortadan kaldirabilir. Geleneksel olarak, kalsiyum hidroksitin
yiiksek pH'!min pulpa dokusunun irritasyonuna neden olduguna ve bu irritasyonun
bilinmeyen bir mekanizmayla tamir siirecini uyardigina inanilmaktadir. Son yillarda,
bu “bilinmeyen mekanizma” biyoaktif molekiillerin salinimi ile agiklanmaktadir.
Dentinogenez sirasinda dentin matrisine ¢esitli proteinlerin dahil edildigi bilinmektedir.
Pulpa kuafajinda 6zellikle 6nemli olan, bu proteinlerden Kemik Morfogenik Protein
(BMP) ve Transforming Growth Fakor f-1 (TGFp-1) pulpa onarimini uyarabilmektedir.
Kalsiyum hidroksit, pulpa kuafajinin ardindan pulpa onariminda énemli rol oynayan bu
proteinleri dentinden ¢6zebilmektedir. Bu siireg, Ca(OH)2 kullanildiginda direkt pulpa
kuafajindaki etki mekanizmasini agiklar. Ek olarak, pulpa kuafajinda kullanildiginda
Ca(OH)., kavitedeki bakteri sayisini azaltir ve bu da reperatif dentin olusumunu tesvik

eder (7, 127).

Ca(OH)2 materyalinin uygulamasinin ardindan yaklasik 1-2 saat sonra ortalama
olarak 0,3-0,7 mm kalinliga sahip bir koagiilasyon nekrozu bolgesi olugsmaktadir. Bu
bolgenin altinda kalan canli pulpa dokusunda hafif bir iritasyon meydana gelir ve daha
sonra iltihapsal yanit meydana gelmektedir. Vital pulpa dokusu ile koagiilasyon nekrozu
bolgesinin en alt kismi arasinda demarkasyon hatti olusmaktadir. inflamatuar hiicreler
Ca(OH)2 uygulandiktan alti saat sonra demarkasyon hattinin altima dogru gog
etmektedir. Yaklagik olarak 1-2 giin sonra ise, demarkasyon hattinin altinda bulunan
mezenkimal hiicreler ¢ogalmaya baglar. 2-3 giin i¢inde bag dokusu liflerinde artig
goriliir. Komsu fibroblastlar ve mezenkim hiicreler ¢ogaldik¢a hiicreden zengin bir
tabaka olusarak once preodontoblastlara daha sonra ise odontoblast benzeri hiicrelere
doniistirler. Kalsifikasyon teorileri arasinda gegerliligi en ¢ok kabul edilen epitaktik
mekanizmaya gore, bir kristal g¢ekirdek kalsiyum ve fosfat iyonlarim1 baglayarak
kalsifikasyonu baglatir. Ayrica kollajenler ve mukopolisakkaritler de kalsifikasyona

katilmaktadir. Kuafaj bolgesine gelen pulpa hiicreleri ortalama olarak 2 hafta sonra
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organize hale gelir ve yaklasik 4 hafta sonra tip I ve tip III kollajen sentezlenmesi ile
mineralizasyon baslar ve ilk dentine benzer tiibiiler yapilar gézlemlenebilir. Biitiin bu

asamalardan sonra dentin kopriisii i¢in hazirliklar tamamlanmaktadir (43, 128-132).

Ca(OH); uygulamasindan yaklasik bir ay sonra olusan dentin kopriilerinin
pulpaya ait yiizeyi odontoblastlardan meydana gelen predentin tabakasindan olusurken,
dentine ait yiizeyi ise diizensiz yapida osteodentin benzeri dokudan olusmaktadir.
Kuafajdan sonra gegen siire 3 aya yaklastiginda ise dentin kopriilerinin kalinlig1 artar ve
iki bolge arasinda olusan siir daha da belirginlesmektedir. Pulpaya bakan ylizeyde
daha diizgiin kanallar i¢ceren dentin benzeri doku goriilmektedir (133).

Ca(OH).’in kuafaj materyali olarak kullanildig1 bir ¢aligmada ilk tamir dentininin
12. giinde gozlemlendigi bildirilmistir. 27. ve 28. giline tamir dentin olusumu artis
gbstermis ve 3.5 um/giin’e ulagsmis ve bu siire¢ 48. giine kadar devam etmistir. Sonraki
stirecte ise gilinliik dentin olusum hizi azalmig ve 72. giinde 0.74 pm/giin, 132. giinde
0.23 pum/giin’e olarak tespit edilmistir. 2,5 ay i¢cinde 0.15 mm ve 6 aylik siire sonunda
0.25 mm’lik dentin kalinlig1 elde edildigi bildirilmistir(134).

2.6.4.2. Ca(OH)2¢in Antimikrobiyal Etkisi

Ca(OH)2’ in yiiksek pH'1 organik bilesenlerin kimyasal olarak zarar gérmesine
ve biitiinliigiinii degistiren mikroorganizmanin sitoplazmik membraninda fosfolipidlerin
veya doymamis yag asitlerinin tahrip olmasia neden olur (118). Antimikrobiyal etki;
yiiksek pH, Ca(OH); ve yiiksek oksidan serbest radikalleri olan hidroksil iyonlarinin
salinmasindan da kaynaklanir. Bu etkiler bakteriyel hiicrelerin sitoplazmik membran
biitiinliglinii degistirir, bakterilerin DNA'sina zarar verir ve bakteriyel proteinlerin

denatiirasyonuna sebep olur (118, 130).

Uzun tarihine ragmen, vital pulpa tedavisinde Ca(OH)2 kullanimi tartigmalidir.
Bu tartismanin bir kismi1 Ca(OH)2' nin kostik etkisi ile ilgilidir. Saf halde dis pulpalarina
uygulandiginda, sadece biyolojik bir pansuman olarak islev gérmek yerine, Ca(OH),
belirli bir miktarda pulpa dokusunu tahrip etmektedir. Cok sayida ¢alisma Ca(OH)'in
doku kiiltiirtindeki hiicreler i¢in de son derece toksik oldugunu gostermistir. Bu yikici
ozellik, kostik etki olmadan onarict dentin kopriilerini uyarabilen bir formiil bulma
cabalarini tetiklemistir (80). Ca(OH).'in insanlarda kostik bdlge ve vital pulpa dokusu

arasindaki bolgede tersiyer dentin olusumunu destekleyebildigini gostermistir (135).
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2.6.5. Kalsiyum Slikat Esash Materyaller

2.6.5.1. Mineral Trioksit Agregat (MTA)

1993 yilinda MTA, Torabinejad (136) tarafindan dis hekimligine tanitilmistir.
1998 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Yonetimi (FDA) tarafindan onaylanmasi ile hem
deneysel hem de klinik olarak genis ¢apli kullanim alani bulmustur (93). MTA tozu,
nem varliginda sertlesen ince hidrofilik parcaciklar igcerir. MTA tozunu hidratlamak i¢in
birka¢ sivi kullanilmistir. MTA kompozisyonunu incelemek i¢in, enerji dagilimh X-
1sim1  spektroskopisi  (EDX), endiiktif olarak eslesmis plazma optik emisyon
spektroskopisi (ICP-OES), X isin1 kirmim yoéntemi (XRD), X 1sim1 floresans
spektrometresi (XRF), enerji dagitict analizi de dahil olmak iizere ¢esitli yontemler

kullanilmugtir (137-145).

MTA kalsiyum oksit (CaO) ve silisyum oksit (SiO) igermektedir (146). Bazi
arastirmalar, MTA'nin ana element bilesenlerinin, kalsiyum ve silika, ayrica bizmut
oksit oldugunu ileri siirer (142, 146-148). MTA ilk olarak gri (GMTA) olarak sunulmus
ve GMTA'nin renk degisim potansiyeli nedeniyle beyaz MTA (WMTA) gelistirilmistir
(149). Arastirmalar WMTA'da GMTA'dan daha az oranda demir, aliiminyum ve
magnezyum bulundugunu gostermistir (139, 142, 143, 147, 150).

WMTA, GMTA ve PC (portland ¢imentosu) arasindaki temel fark WMTA ve
GMTA’da potasyumun olmamasi ve bizmut oksidin ise mevcut olmasidir (143). Bir
aragtirma, GMTA ve WMTA'min kuru tozunun yami sira siradan ve beyaz PC
degerlendirmis ve test edilen tiim materyallerin benzer ana bilesenlere sahip oldugunu
tespit etmistir. Bunlar trikalsiyum silikat, trikalsiyum altiminat, kalsiyum silikat ve
tetrakalsiyum altiminoferrittir (151). GMTA temel olarak dikalsiyum ve trikalsiyum
silikat ve bizmut oksitten olusur, WMTA ise Oncelikle trikalsiyum silikat ve bizmut
oksitten olusur (142). MTA tozu su ile karistirildiginda, once kalsiyum hidroksit ve
kalsiyum silikat hidrat olusur ve sonucta zayif kristallesmis ve gozenekli kat1 bir jel

halini alir (144).

MTA, gesitli ¢aligmalara gore, pulpa ile dogrudan temasta iyi biyouyumluluga
sahip oldugunu kanitlamistir. Dahasi, MTA mikrosizinttyr Onler ve dokunun
yenilenmesini destekler ve Ca(OH)2’ten daha iyi bir sizdirmazlik saglar (7, 152).
MTA'nin primer sertlesme reaksiyonunda, hiicre cogalmasinmi arttiran ve materyalin

biyouyumlulugunu agiklayan Ca(OH); iiretilir. MTA'nin antibakteriyel etkisi, alkali pH
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seviyesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, MTA, sert doku iireten hiicrelerin gociinii
arttirr - (153). MTA, Kklinik deneylerde direkt pulpa kuafaj materyali olarak
kullanildiginda, Ca(OH)2 ile karsilastirilabilir sonuglar gostermistir. MTA'nin ana
dezavantaji, klinik uygulamada ilk kez kullanildiginda uzun siiren sertlesme siiresidir.

Ancak, yeni formiil MTA sertlesme siiresini hizlandirmistir (7).

Son on yilda yayimlanan birgok ¢alisma, MTA'nin klinik sonuglarini direkt kuafaj
maddesi olarak Ca(OH). ile karsilastirmistir. Bazi1 ¢alismalar MTA'nin kisa vadeli
calismalarda daha iyi sonuglar gosterebilecegini iddia etmistir (7). Bununla birlikte,
2013 yilinda yayinlanmis iki yillik bir klinik ¢aligma; MTA'nin kalsiyum hidroksit ile
karsilastirildiginda tistiin klinik sonuglar gosterdigini dogrulamigtir (107). Sistematik bir
derleme ve meta-analiz, MTA'y1 Ca(OH). ile karsilastirmis ve MTA kullanilan
vakalarda pulpanin daha az inflamasyon gosterdigi ve tersiyer dentin olusumunu

arttirdi@1 sonucuna varmistir (82).
Angelus MTA

MTA, ticari olarak farkli isimlerde bulunmaktadir: ProRoot MTA (Dentsply),
White ProRoot MTA (Dentsply), Angelus MTA (Angelus MTA, Angelus, Londrina,
PR, Brezilya), Angelus MTA-Blanco (Angelus MTA, Angelus, Londrina, PR,
Brezilya), MTA Plus (Avalon Biom Inc., Bradenton, FL, Amerika), MTA Fillapex
(Angelus, Londrina, PR, Brezilya), Retro MTA (BioMTA, Seoul, Kore) piyasada

bulunan MTA markalarindandir.

Bunlardan biri olan Angelus MTA, 2001 yilinda bir Brezilyali sirket (Angelus
Industria de Produtos Odontologicos Ltda. , Londrina, PR, Brezilya) tarafindan
gelistirilmistir (154). Materyal hem beyaz hem de gri Angelus MTA formlarinda
pazarlanmaktadir (155). Ureticilerine gére, Angelus MTA bir radyoopaklastirict olarak
% 80 PC ve % 20 bizmut oksit icermektedir (48). Sertlesme siiresini 10 dakikaya (145)
diisiirmek i¢in higbir kalsiyum siilfat ilave edilmezken, ProRoot MTA ise % 75 PC, %
20 bizmut oksit ve % 5 kalsiyum siilfattan olusur (156). Gri ProRoot MTA ile
karsilastirildiginda gri Angelus MTA, daha diisiik miktarda bizmut oksit ve magnezyum
fosfat, ancak daha yiiksek miktarda kalsiyum karbonat, kalsiyum silikat ve baryum
cinko fosfat igerir. Ayrica, Angelus MTA, gri ProRoot MTA'dan daha az karbon,

oksijen ve silika igerir; ancak daha fazla kalsiyum bulundurur (155).
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MTA’nin Fiziksel Ozellikleri

MTA tozunun hidrasyonu, kolloidal bir jelin sert bir yapida katilagsmasi ile
sonuglanir. Karisimin o6zellikleri toz/sivi oranindan, karigtirma yonteminden (yani
hapsolmus havanin miktari), kondansasyon i¢in kullanilan basingtan, ortamin neminden,
MTA tipinden, MTA’nin depolama ortamindan, pH'dan, karistirma ve degerlendirme
arasindaki siire, materyalin kalinlig1 ve sicakliktan etkilenebilir (140, 157-178). Fridland
ve Rosado (165) bu faktorlerin bazilarinin kolayca kontrol edilemeyecegine
inanmaktadir. Bu nedenle, MTA'nin fiziksel 6zellikleri lizerine yapilacak bir arastirma

sirasinda farkli sonuglar elde edilebilir.
e Sertlesme Zamani

MTA, tozu 3:1 toz/sivi oraninda steril su ile karistirilarak hazirlanir (162).
MTA'nin ortalama sertlesme siiresi, amalgam, Siiper EBA ve ara restoratif materyalden
(IRM) daha uzundur (165+5 dakika). GMTA, WMTA'dan (168, 169) daha yiiksek
baslangi¢ ve son sertlesme siireleri gosterir. WMTA'nin PC ile karsilastirildiginda daha
uzun sertlesme siiresi, WMTA'da (140) daha diisiik seviyelerde kiikiirt ve trikalsiyum
aliminat varhig ile ilgilidir. MTA’nin uzun sertlesme siiresi, materyalin en biiyiik
dezavantajlarindan biridir. Bu klinik dezavantajin iistesinden gelmek i¢in bir¢ok

arastirma yapilmigtir (161, 179-182).
e (oziiniirliik

Cogu arastirma MTA’nin diisiik ¢oziiniirliikklic oldugunu veya hi¢ olmadigim
bildirmistir (137, 172, 183, 184). Bununla birlikte, uzun vadeli bir c¢alismada
¢ozliniirliigiin fazla oldugu bulunmustur (185). Bir ¢alisma, hem siradan hem de beyaz
PC’nin WMTA'dan 6nemli 6l¢lide daha az ¢oziiniirliik gosterdigini bulmustur (169). Bu
bulgular, WMTA'nin 2 farkli PC tiirlinden daha az ¢6ziiniir oldugunu gosteren baska bir
calismanin aksinedir (172). Farkliliklar, bu arastirmalarda kullanilan PC tiiriine
baglanmaktadir. Ek olarak, toz su orani ¢oziiniirlilk miktarini da etkileyebilir. Aslinda,
daha fazla su orani, toza oranla MTA gozenekliligini ve ¢oziiniirliglini arttirmigtir
(165). Caligsmalar, daha fazla su kullanmanin MTA'dan kalsiyum salinimini artiracagini
bildirmistir. Bizmut oksidin, suda ¢éziinmeyen MTA'ya eklenmesi, MTA’nin daha az
¢oziinmesine sebep olan baska bir unsurdur (186). Camilleri ve ark.’nin (144) MTA'nin
hidrasyonu ile ilgili yaptig1 bir ¢alismada bizmut oksidin MTA'nin hem kalsiyum hem

de silikat igerikleriyle reaksiyonunu dogrulamistir.
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e Basin¢ Dayanimi

MTA'nin basing dayanimi, 24 saat sonra amalgam, IRM ve Siiper
EBA'ninkinden 6nemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur. Bununla birlikte, 3 hafta sonra,
Siiper EBA, IRM ve MTA arasinda basing dayanimi agisindan anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir (137). MTA, o6ncelikle bizmut oksit ilavesiyle trikalsiyum ve dikalsiyum
silikattan olusur (16). Dikalsiyum silikatin hidrasyon hizi, trikalsiyum silikatinkinden
daha yavas oldugundan (14), MTA'nin basing dayanimi (137) ve itme dayanimi,
karistirmadan birkag¢ giin sonra maksimum seviyelerine ulasir (163, 171). WMTA ve
GMTA'nin basing dayanimu ile ilgili geliskili sonuglar vardir (157, 169, 175). Bir
calisma, WMTA'nin basing dayaniminin, karistirmadan 3 ve 28 giin sonra,
GMTA'ninkinden 6nemli 6lgiide daha diisiik oldugunu bildirmistir (169). Buna karsilik,
GMTA ve WMTA'nin basing dayanimini karsilastiran diger iki arastirma WMTA igin
daha fazla basing dayanimi oldugunu bildirmistir (157, 175). Genelde, MTA’nin basing
dayanimi, kondansasyon basincindan énemli 6lgiide etkilenmez (174). Son zamanlarda
yapilan bir baska deney WMTA'nin kuru kosullarda tutulmasiin basing dayanimini

azalttigin1 gostermistir (173).
e pH

MTA'nin pH degeri, karigtirmadan sonra 10.2'dir. Bu deger 3 saatte 12,5'¢
yikselir (137). MTA, uzun siireli bir ¢alisma boyunca yiiksek pH degerini korumustur
(185). Caligmalar, yiiksek pH degerini, MTA'dan siirekli kalsiyum salinimi ve Ca(OH):
olusumuna baglamiglardir. Ph degerleri farkli zaman dilimlerinde karsilastirildiginda,
hem WMTA hem de GMTA, karistirmadan hemen sonra 2 tiir PC 'den 6nemli 6lgiide
daha yiiksek pH degerleri sergilemistir (169). Bununla birlikte, karistirmadan 30 dakika
sonra, test edilen materyaller arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir. 60 dakikada,
GMTA’nin, WMTA ve her iki PC tipinden anlamli derecede diisiik bir pH degerine
sahip oldugu belirtilmistir (169). Mevcut veriler, MTA'nin su ile karistirtlmasinin,
Ca(OH)2 agiga c¢ikmasim1 ve yiksek pH ortaminin olusumunu sagladigimni
gostermektedir (186)

e Porozite

Birgok ¢alisma MTA porozitesini degerlendirmistir (177, 178). Karistirilmis
MTA’nin porozitesi, eklenen su miktari, karistirma islemi sirasinda hava kabarciklarinin

sikigsmasi veya ¢evresel asidik pH degeri ile ilgilidir (158, 162, 165, 177, 178).
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e Mikrosertlik

MTA'nin mikro sertligi, ortamin pH degeri, materyalin kalinligi, kondansasyon
basinci, karigimdaki sikisan havanin miktari, materyalin nemi, asitle asimnmasi ve
sicaklik gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilir (140, 159, 162, 167, 172, 174, 177, 187,
188). Asidik bir ortam, hem GMTA'nin hem de WMTA'nin mikro sertligi tizerinde
olumsuz bir etkiye sahiptir (159, 177). Cevrenin MTA'min hidrasyon davranisi
tizerindeki etkisini degerlendiren bir arastirma, hidrasyon fazindaki MTA'nin igneli ve
baskin kiibik kristallerden olustugunu tespit etmistir (177). Asitli ortamda kiibik
kristaller arasinda biiyiiyen igne benzeri kristaller goriilmiistiir. Azalan mikro sertlik, bu
igne benzeri kristallerin yokluguna baglanmistir. Apikal bariyer olarak kullanildiginda 2
mm ve 5 mm kalinliktaki GMTA ve WMTA'nin mikro sertligi incelenmistir. MTA'nin
formiilasyonuna veya kullanilan yerlestirme teknigine bakilmaksizin 5 mm kalinlik, 2
mm kalinliktan belirgin sekilde daha sert bulunmustur (167). Bir arastirma WMTA'nin
mikrosertligini 2 tip PC ile karsilagtirmistir. WMTA, test edilen materyallerin farkl
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine atfedilebilecek her iki PC tipinden Onemli Olciide
daha fazla mikrosertlik gostermistir (172). Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma,
MTA’nin kondansasyonu  sirasinda daha fazla baski uygulanmasinin daha az
mikrosertlik egilimi gdstermesine neden oldugunu dogrulamistir (174). iki ayn
arastirma, EDTA ve asitleme prosediiriinin MTA mikro sertligini onemli Olglide

azalttigini bildirmistir (187, 188) .

2.6.5.2. Biodentine

Biodentine 6zellikle hizli sertlesen kalsiyum slikat siman olarak iiretilen ve ticari
olarak dentinin bir alternatifi olarak pazarlanan, pulpa kuafaj materyali ve endodontik
tedavilerde MTA’ y1 destekleyecek sekilde MTA’ya benzeyen bir dental materyaldir.
Biodentine kapsiile edilmis toz ve likit seklinde satilir (84). Biodentin, kalsiyum
komponenetlerinden zengindir ve Biodentinin kalsiyum salimimi ile sert doku
formasyonunu arttirdig1 bilinmektedir. Biodentin pulpa hiicrelerini odontoblast benzeri
hiicrelere farklilastir ve bunlara ek olarak mineralize doku ve reparatif dentin

formasyonuna neden olur (84).

Biodentine vital pulpa kuafaji prosediirlerinde ve dentin, sement onarimi gibi
diger endodontik uygulamalarda ve pulpa rejenerasyonunda kullanilabilir (189). Derin

clirik lezyonlari, indirekt pulpa kuafaji ve external kok rezorpsiyonu Biodentin
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kullanilarak basarili sekilde tedavi edilebilir. Olumlu fiziksel 6zellikleri, iyi kullanim
ozellikleri, kisa sertlesme stiresi, bioaktif, biomineralizasyon potansiyeli, sizdirmazlik

0zelligi ve MTA’dan diisiik fiyati, MTA’ya alternatif 6zellikler olusturabilir (84).

2.6.5.3. Bioaggregate

Bioaggregate, MTA’nin modifikasyonu ve endodontik tamir materyali olan
kalsiyum slikat esasli bir simandir. Bioaggregate MTA’dan farklidir, c¢linki
radyoopasite icin MTA’daki bizmut oksidin aksine Bioaggregatta tantalum oxide
bulunmaktadir (190). Bioaggregate biyouyumlu ve non-toksik materyaldir ve MTA ile
karsilagtirildiginda daha az sistemik ve lokal toksik etki gosterir (191). Bioaggregate

giiclii antibakteriyel ve antifungal 6zellik gosterir (Enterococcus faecalis ve Candida

albicans ) ve sert doku formasyonu yetenegi vardir (191).

Bioaggregate, pulpa kuafajinda, kok kanal tedavisinde, apeksifikasyonda, kok
perforasyonlarinda ve kok rezorbsiyonlarinin tamirinde kullanilmaktadir. Bioaggregat
ile birlikte beklenen sert doku olusturma potansiyeli, MTA’dan fazladir ancak koti
mekanik Ozellikleri ve uzun sertlesme siiresi MTA’nin yerini alabilen durumlarimi

smirlar (192).

2.6.5.4. Theracal

Theracal radyoopak, 1sikla sertlegsen rezin modifiye kalsiyum slikat simandir.
Pulpa kuafaj materyali olarak kullanildiginda apatit benzeri ¢okeltiler ve dentin
kopriileri olusturma yetenegine sahiptir (193). TheraCal’in yiiksek miktarda kalsiyum
salimim yetenegi ve baslangigtaki yiiksek alkalitesi (pH 10-11) sert doku
stimiilasyonuna katkida bulunan primer faktordiir (194). Ureticiler, direkt ve indirekt
pulpa kuafaj materyali olarak TheraCal kullanilmasini 6nerir. TheraCal Kirli beyaz bir
renktedir, estetik sorunlar1 6nlemek ve kompozit restorasyonlarin altinda ince bir tabaka
halinde uygulanir (195). Halen, Theracal’in kullanimimi destekleyecek in vivo ve in

vitro ¢calismalar yetersizdir (84).

2.6.5.5. Endosequence Kok Tamir Materyali (ERRM)

Uretici bilgisine gore, ERRM 6nceden karistirilmis bir kalsiyum slikat simandir.
Kullanima hazir ve siringa edilmis bir pasta ya da MTA’ya kiyasla kullanim ve
uygulama kolayligi olan sikistirilabilir bir macundur (84). ERRM fizyolojik bir

soliisyonla temas ederse hidroksiapatit benzeri c¢okeltiler olusturur. ERRM’den sert
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doku birikimine olanak saglayan kalsiyum salinir (196). ERRM perforasyon tamiri,
apikal cerrahi, apikal tikag ve pulpa kuafaj materyali olarak kullanilabilir (197). ERRM
ile MTA’nin biyolojik etkisi benzerdir. Ne var ki, bu materyalin kullanimini

destekleyecek yeterli in vivo ve in vitro ¢calisma yoktur (84).

2.6.5.6. Kalsiyumdan Zenginlestirilmis Siman

Kalsiyumdan zenginlestirilmis siman tozu birgok kalsiyum komponentinden
olusur. Fosfat varlig1 kimyasal icerigin MTA’dan farkli olmasinin baslica sebebidir
(150). Kalsiyumdan zenginlestirilmis siman ve MTA’nin osteoblast/odontoblast
farklilasmasi i¢in benzer bir yetenegi vardir, mineralizasyonla vital pulpada dentin
koprii olusumunu destekler. Kok ucu dolum malzemesi olarak kullanildiginda sement
birikimini tesvik eder. Klinik raporlar kalsiyumdan zenginlestirilmis simanin internal
ve eksternal kok rezorpsiyonu, apeksifikasyon, apeksogenezis, furkasyon perforasyon
tamiri, kok ucu dolumu, direkt pulpa kuafaji ve primer veya kalici dislerde pulpotomide

kullanimini 6nermistir (84).

2.7. Grafen

Allotropik bir karbon tiirii olan Grafen, 2004 yilinda Geim ve Novoselov
tarafindan tanitilmistir (198). ki boyutlu bir agdaki tek atom kalmliginda bir karbon
tabakasi olan grafen, yiiksek 6zgiil alan1 ve olaganiistii mekanik, elektriksel ve 1sil
ozellikleri nedeniyle ilgi odagi olmustur (199-203). Giinlimiizde, grafen, bilimsel
toplulukta ¢ok fazla arastirmanin konusudur. Ayrica, iistiin elektronik, optik, termal
iletkenlik ve mekanik Ozellikleri nedeniyle cesitli endiistriyel uygulamalarda da
kullanilabilir (204-206). Son yillarda grafen hastalik teshisi, antibakteriyel ve antiviral
materyal, kanser hedefleme ve fototermal tedavi, hiicrelerin elektriksel olarak

uyarilmasi, ilag dagittimi ve doku miihendisligi gibi biyotipta sayisiz potansiyel
uygulamada kullanilmaktadir (198, 207-210).

2.7.1. Grafen bazh materyaller

e Grafen,

e Grafen oksit (GO),

e Indirgenmis grafen oksit (rGO)

e Grafen nanoplateletler (GNP) gibi tiirlerden olusur (211).
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2.7.1.1. Grafen Oksit

Grafen oksit (GO), epoksit, karbonil, karboksil ve hidroksil gruplar1 gibi ¢esitli
oksijen igeren fonksiyonlara sahip tek bir monomolekiiler grafit tabakasi olarak

goriilebilen essiz bir materyaldir (212).

2.7.1.2. indirgenmis Grafen Oksit (rGO)

Indirgenmis grafen oksit rGO, oksijen igerigini azaltmak icin kimyasal, termal ve

diger yontemlerle islenen GO seklidir (213).

2.7.1.3. Grafen Nanoplateletler (GNP)

Grafen nanoplateletler, nanometre oOl¢eginde kalinliga sahip iki boyutlu
parcaciklar olusturmak iizere iist iiste bindirilmis tek ile birka¢ katmanli sp? bagh
karbon atomu tabakalarindan olusur (214). Bir GNP, ¢ogu zaman kalinligi ~ 10 nm'nin
altinda olan birkag istiflenmis grafen katmanindan olusan bir nanosheet anlamina gelir
(215). Grafen nanoplateletler (GNP), dikkate deger mekanik, elektriksel ve termal

ozellikler iceren yeni nesil karbon bazli nanopartikiillerdir (198).
2.7.2. Grafen Sentezi
Genel olarak, grafen sentezi dort farkli yontemle yapilabilir;

e Kimyasal buhar biriktirme (CVD) (216),

e Grafen tabakalarini mekanik olarak eksilten, grafit pullarindan mekanik

olarak eksfoliye eden bant yontemi (198),

e Elektriksel yalitkan bir substrat iizerinde grafen filmlerin epitaksiyel

biiylimesi (6rnegin Si) (217),

e Dogal grafit pullarindan grafen oksit tiirevlerinin kimyasal olarak

indirgenmesi (218, 219).

1950'lerde ve 1960'larda, tek katmanli grafit oksit (GO) tabakalarmin sulu
siispansiyonlar1 iizerine kapsamli aragtirmalar Boehm ve arkadaglari tarafindan
yapilmistir (218, 220). Grafen oksit tabakalarinin tipik olarak dogal grafit pullarinin
oksidasyon islemi ile ekstrakte edilmesi i¢in kullanilabilen "grafit oksit", 19. ylizyilin

baglarinda tanimlanmistir (221-223). Dogal grafit pullarindan dokiilmiis birkag katli
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grafenlerin toplu miktarlarinin sentezindeki son geligsmeler, grafen bazli kompozit

materyallerin liretimini saglamistir (201, 224, 225).

CVD'de yetistirilen grafenin in vitro osteojenik farklilasmay1 indiikleme
kabiliyeti, hiicre bazli kemik doku miihendisligi ve rejenerasyonu i¢in umut verici bir
platform olarak ortaya konmustur (226-233). Ozellikle, bazal biiyiime ortam: olan
grafen filmlerinde kiiltiirlenen kok hiicreler, RUNX> (Runt ile iligkili transkripsiyon
faktorii 2), osteokalsin (OCN), alkalin fosfataz (ALP) ve osteopontin (OPN) dahil
olmak tizere osteojenik proteinlerin yiiksek ekspresyonunu gostermistir (226, 228, 232).
Benzer sekilde, ti¢ boyutlu grafen substratlar (iskele ve hidrojeller), RUNX3, kollajen-1
(COL-1) ve OCN (osteokalsin) gibi kemikle ilgili genlerin ve proteinlerin
ekspresyonunu arttirmistir (228, 234, 235). Grafen filminin ayrica farkli somatik ve kok
hiicre siniflarinin mineralizasyon potansiyelini arttirdigi gosterilmistir (227, 231, 235).
Dikkat ¢ekici bir sekilde, grafen kapli titanyum ftizerinde kiiltiirlenen MG-63 hiicreleri,
kaplanmamis kontrol grubuna kiyasla 7 giin sonra daha fazla miktarda kalsiyum nodiilii

sergilemistir (231).

Grafenin fiziksel oOzellikleri (elastik Ozellikler, dalgalanmalar gibi yiizeysel
topografik oOzellikler) hiicre tutunmasini kolaylastirabilir ve boylece kok hiicre
farklilasmasini destekleyebilir (226). Onceki calismalar, mezenkimal kok hiicrelerin
(MSC), osteojenik indiiktorlerin yoklugunda grafen iizerinde osteojenik farklilagmaya
ugradigini, kollajen-1, RUNXz, OCN ve OPN'nin yam sira diger osteojenik genlerin
bazal ekspresyonunda bir yukar1 regiilasyon sergiledigini gostermistir (226, 228, 230,
234, 236).

Grafen ve grafen oksitle (GO) ilgili ileri biyolojik ve biyomedikal arastirmalar
yaptlmistir (237-245). Son yillarda, arastirmacilar yaptiklari calismalarda GO'nun
kemik 1iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (BMSC'ler) osteojenik farklilagmasini
destekleyebilecegini gostermistir. Bu nedenle GO’ler kemik rejenerasyonu icin
potansiyel bir yeni biyomateryal olarak kabul edilmektedir (246, 247). Grafen bazli
materyaller kanser teshisi gibi hastaliklarin teshisinde ve bakterilerin, mantarlarin
fototermal tedavisi gibi hastaliklarin tedavidesinde de kullanilmistir (248-252). Grafen
bazli nanomateryaller, birkag biyomolekiil ile kolayca islevsellestirilebilir (253-255).
Grafen doku miihendisliginde (256) ve yeniden kemik {iretimi igin yap1 iskelesi olarak

kullanilmistir (257).

33



Grafen ve tiirevleriyle ilgili dis hekimligi alaninda heniiz yapilmis ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir ve bu da grafeni arastirmaya acgik bir konu haline
getirmektedir. Bunlardan biri olan He ve ark.’min yaptiklar1 ¢alismada grafen oksit
dental patojenlere Kkarsi antibakteriyel ajan olarak kullanmis ve grafen oksitin
antibakteriyel etkili oldugu bulunmustur (258). Kulshrestha ve ark’nin (259) yaptiklar
calismada ise bir grafen/¢inko oksit nanokompozit filminin, dental implant
yiizeylerindeki karyojenik Streptococcus mutanslara karsi olan etkisi incelenmistir.
Grafen/¢inko oksitin ~ Streptococcus mutans biyofilmlerini etkili bir sekilde inhibe

ederek dental implantlar i¢in bir kaplama maddesi olabilecegini bulmuslardir.

2.8. Total Antioksidan Kapasite (TAS), Total Oksidan Kapasite (TOS) ve
Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde oksidanlarin kaynagi genelde oksijendir ve cogunlukla
reaktif oksijen tirevleri (ROT) olarak isimlendirilirler. Siiperoksit radikali (O2),
hidroksil radikali (HO™), tekil (singlet) oksijen (*O2) ve hidrojen peroksit (H.02) bu
reaktif oksijen tiirevlerinin baslicalaridir (260). Biyolojik sistemlerde ROT’lar yiiksek
enerji radyasyonlar1 ya da fotooksidasyon gibi fiziksel ajanlarin yani sira oksijenin
biyolojik aktivasyonunu gerceklestiren pek c¢ok protein ve enzim iligkisi ile
retilebilirler (261). Oksidatif patlama (farkli nedenlerle bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonu sonucu), oksidatif triinler (6r., elektron tasima zinciri, sitokrom P450
aktivasyonu ve artan monoamin oksidasyonu), lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres
(Or. , travma, iskemi) olmak tizere dort ana ROT kaynagi oldugu bilinmektedir (262) .
ROT’lar ¢ok kisa yar1 Omiirlii olmalarina ragmen, hiicredeki proteinler, lipidler ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi hiicrenin temel bilesenleri ile etkileserek yapi ve
islevlerinde onemli hasarlara yol agmakta ve bu sekilde apoptoz ve hiicre 6limiinii
tetiklemektedir. Geri doniisiimsiiz oksidatif hasarin birikimi ile 6nce hiicre, daha sonra
doku ve organ sistemlerinde yapisal ve islevsel bozukluklar ortaya ¢ikabilir. Oksidatif
yikim irlinlerinin yol actiklar1 biyolojik hasarlar i¢in “oksidatif stres” tanimi
kullanilmaktadir. Oksidatif metabolizma tirlinlerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 Onlemek ic¢in viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir.
Antioksidan savunma olarak bilinen bu mekanizma, enzim olan ve olmayan
mekanizmalar olarak iki kisimda incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar;
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon S-

transferaz (GST) gibi enzimlerdir. Enzimlerin hiicre i¢i korumasinin aksine hiicre dis1
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ortamda antioksidan savunmadan A, E, ve C vitaminleri, melatonin, ferritin, transferrin,
haptoglobin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karoten ve a-1 antitripsin gibi

enzimatik olmayan molekiiller sorumludur (263).
Antioksidanlarin etki yollar1 dort sekilde ger¢eklesmektedir:
1-Enzimatik reaksiyonlar araciligiyla veya siiptirerek,
2-Oksidan olusum mekanizmalarini engelleyerek,
3-Ortamdaki serbest metal iyonlarin1 baglayarak,
4-Hasar sonrasi tamir (264, 265).

Sagliklt organizmalarda oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir; ancak
bazi durumlarda bu denge bozulur ve oksidatif stresin zararli etkileri ortaya ¢ikar (266).
Oksidatif stres; viicudumuzda oksidatif-antioksidatif dengenin oksidanlar lehine
bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik bir durumdur. Oksidatif stresin toplam
degeri, total oksitatif stres veya total oksidan kapasite (TOS) olarak ifade edilir. Bu
durum, asir1 reaktif oksijen ve/veya nitrojen tiirlerinin {iretimi veya antioksidan tampon
mekanizmasinin eksikligi sonucu olusur. Total antioksidan kapasite (TAS), biyolojik
stvilarda mevcut olan antioksidanlarin membranlar1 ve diger hiicresel kompanentleri
oksidatif hasara karsi koruma kapasitesinin bir gostergesidir (267). Total antioksidan
kapasitenin Olglilmesi, antioksidanlarin yalniz Olglimiinden daha degerli bilgiler
verebilir. Cilinkii TAS, serumda bulunan antioksidan o6zelliklere sahip maddelerin

toplam aktivitesini yansitir ve daha dogru bir yaklagim saglar (268).

2.9. Mikrosertlik

Bir materyalin sertlesme reaksiyonu ve giicli, mikrosertligin bir fonksiyonu
olarak olciilebilir. Mikrosertlik, bir materyalin éngoriilen bir yiik uygulandiginda kalici
deformasyona karsi1 koyma yetenegidir. Mikrosertlik, pH, tanecik biiyiikliigli, ¢ekme
dayanimlar1 ve sicaklik dahil olmak ilizere materyalin diger 6zelliklerinden etkilenen
mekanik bir 6zelliktir (269). Knoop ve Vickers testleri mikro sertlik testleri Brinell,
Rockwell ise makrosertlik testleri olarak kullanilir (270). Bu testler, kullanilan girinti
sekline gore farklilik gdsterir. Knoop testi, uzun bir piramit girintinin kullanilmasini

icerirken Vickers testi, kare piramit elmas girintinin kullanilmasni icerir (269).
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2.10. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM), Enerji Dagilimh X-151mm1
Spektroskopisi (EDX)

SEM; 6rnek alanlar1 veya mikro hacimleri ince odaklanmis bir elektron 1s1n1 ile
taramak icin kullanilir. Ikincil elektronlar, geri sacilmis elektronlar, Auger elektronlari,
karakteristik X-iginlar1 ve farkli enerji seviyeleri igeren fotonlar da dahil olmak iizere
cesitli sinyaller tretir. Elektron 1sin1 numune yiizeyini taradiinda, sinyaller yiizey
topografyasina gore degisecektir. Elektron odaklama alanina yakin hacimdeki ikincil
elektronlarin sinirli emisyonu, yiiksek goriintii ¢oziiniirliigii ile sonuglanir. Goriintiilerin
tic boyutlu goriiniimii derin alan derinligi ve ikincil elektron kontrastinin golge

etkisinden gelir (271).

EDX ise bir ylizey analitik tekniktir. Bir elektron 1511 numuneye garpar; ic
yorlingedeki bir elektronu kopartir ve materyalin elektronik yapisinda bir elektron
boslugunun olusumuna sebep olur. Kopan elektronlar i¢ yoriingelerden ise atomik
kararliligin saglanmas1 amaciyla elektron bosluklarina dis yoriingelerden elektron sigrar.
Daha fazla enerji barindiran dis yoriingelerdeki elektron yiiksek enerjisini 1s1ma yaparak
kaybeder. Kaybedilen enerji ise X 1smnmi ortaya c¢ikarir. Ortaya cikan X 1smnin
karakteristigi incelenen Ornegin hangi atomlar1 icerdigini ve enerjinin hangi enerji

kabugundan yayimlandigini agiga ¢ikarir (272, 273).

2.11. X Isim1 Kirinim Yontemi (XRD)

XRD, kristalin materyalin karakterize edilmesi i¢in gili¢lii ve tahribatsiz bir
tekniktir. Yapilar, fazlar, tercih edilen kristal yonelimleri (doku) ve ortalama tanecik
boyutu, kristallik, zorlanma ve kristal kusurlar1 gibi diger yapisal parametreler hakkinda
bilgi saglar. X 1sm1 kirimim zirveleri, bir numunedeki her o6rgii diizleminden belirli
acilarda yayilan monokromatik bir X 1sminin yapict etkilesimi ile dretilir. Zirve
yogunluklar1 6rgii diizlemlerindeki atomik konumlarla belirlenir. Sonug olarak, X 1511
kirinim modeli, belirli bir materyaldeki periyodik atomik diizenlemelerin parmak izidir

(274).

2.12. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopisi, kizilotesi 151k enerjisinin emilmesiyle molekiiler baglarin
titresimli uyarimina dayanir. FTIR spektroskopisi, kizilotesi 1gin tarafindan uyarilan

molekiillerin titresimlerinin gdzlemlenmesini icerir. Molekiiller farkli 151k kuantalarinin

36



enerjisini emebilir ve bir sallanma veya donme hareketi baglatabilir. KizilGtesi
spektrum, herhangi bir kimyasal madde i¢in karakteristik olan parmak izini temsil eder.
(275).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma ii¢ asamada ve in vitro olarak gerceklestirilmistir;

1- Angelus MTA’ya (Angelus, Londrina, PR, Brezilya)+%0.1 GNP (grafen
nanoplatelet) ve + %0.3 GNP’nin (grafen nanoplatelet) katilarak havanda

homojen bir karisimin elde edilmesi,

2- Hazirlanan deneysel materyallerin, (Angelus MTA+%0.1 GNP ve Angelus
MTA+%0.3GNP), Angelus MTA ve Dycal’in (Dentsply, Almanya) iiretici
firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanarak teflon kaliplarda disk seklindeki

orneklerinin olusturulmast,
3- Disk seklindeki materyal 6rneklerinin in vitro deneylerde kullanilmasi.

Calismamizda giincel kuafaj materyallerinden olan Angelus MTA (Angelus,
Londrina, PR, Brezilya) ve giiniimiizde hala yaygin bir sekilde kullanilmakta olan Dycal
(Dentsply, Almanya) kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Angelus MTA+%0.1 GNP ve
Angelus MTA+%0.3 GNP ise c¢alisma grubu olarak kullanilmistir. Kullanilan
materyaller Sekil 3.1°de, kimyasal igerikleri Tablo 3.1’ de ve GNP’nin fiziksel

ozellikleri ise Tablo 3.2 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan materyaller ve kimyasal icerikleri

Materyal
Ad1

Uretici Firma Materyal Tipi Materyal Icerigi

MTA

Toz: slikon oksit(Si02),
potasyum oksit (K20),
aluminyum oksit (Al203),
sodyum oksit (Na20),
demir oksit (Fe203),
kalsiyum oksit (Ca0),
Angelus bizmut oksit (Bi203),
MTA magnezyum oksit (MgO),

Angelus,
Londrina, PR,

Brezilya
kristalin slikanin

¢0zunmeyen
kalintilari,potasyum
stilfat(K2S04),ve sodyum
stilfat(Na2S0O4)
Likit: Distile su

Kalsiyum
Hidroksit

Baz: Kalsiyum tungstat,
DENTSPLY ¢inko oksit, 1.3 biitilen
,DeTrey glikoliin disalisilat esterleri
Dycal
Konstanz,Alma Katalizor:Kalsiyum
nya hidroksit, c¢inko oksit,

titanyum dioksit

Grafen

Birkag¢ katmanli grafen
Nanografi Grafen Nanoplatelet(GNP) tabakasi
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Tablo 3.2. Grafen nanoplatelet fiziksel 6zellikleri

Saflik

%99.9

Tane Inceligi

3nm

Pelet Cap1 1.5 mikrometre
Yiizey Alani 800 m?/g
Iletkenlik 1500-1980 s/m
Renk Siyah

Sekil 3.1. Calismada kullanilan materyaller a: Dycal, b: Angelus MTA c: GNP

Materyallerin ;

e MTT ve Total antioksidan kapasite (TAS), Total oksidan kapasite (TOS)

analizi

e Mikrosertlik analizi,

e Taramali elektron mikroskopisi (SEM)- Enerji Dagilimh

Spektroskopisi (EDX),
e Tanecik Boyutu,

e X Ism1 Kirinimi Yontemi (XRD),

X-151m
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Fouirer Doniistimii Kiziltesi Spektrofotometresi (FTIR),

analizleri yapilmustir.

3.1. In vitro deneylerde kulamlacak materyal 6rneklerinin hazirlanmasi

Deney gruplarini olusturmak i¢in 6ncelikle %0,1°1lik ve %°0,3 liikk oranlarda
GNP hassas terazi ile tartilmistir (Sekil 3.2). Tartilan %0.1 ve %0.3
oranlarindaki GNP, Angelus MTA ‘ya katilmis ve agat havanda iyice ezilerek
kanstirilmistir (Sekil 3.3).

Angelus MTA ve deneysel olarak elde edilmis olan Angelus MTA+%0.1
GNP ve Angelus MTA+%0.3 GNP, firmanin talimatlart dogrultusunda bir
siman cami ve siman spatiilii yardim ile karigtirilip (Sekil 3.4) 4mm ¢ap ve
2mm yiiksekliginde silindirik teflon kaliplara yerlestirilmistir (Sekil 3.5).
Angelus MTA, Angelus MTA+%0.1 GNP ve Angelus MTA+ %0.3 GNP nin
sertlesmesi i¢in materyaller 48 saat siireyle 37 °C’ de ve 90 £+ 5% nemin
saglandigr etiivde (Niive ES 110, Tiirkiye) bekletilmistir (Sekil 3.6). Ortamin
nemliligi nem Olger cihaz ile belirli araliklarla kontrol edilmistir. Dycal
materyali ise firmanin talimatlar1 dogrultusunda karistirilmis ve sertlesmesi

teflon kaliplara yerlestirildikten sonra oda sicakliginda tamamlanmaistir.

Sekil 3.2.Toz halindeki GNP nin hassas terazi ile 6l¢iilmesi a: %0.1 GNP b %0.3 GNP
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Sekil 3.3. GNP ve MTA nin havanda ezilerek karistirilmasi

Sekil 3.4. Materyallerin firmanin talimatlar1 dogrulltusunda siman caminda karisima

hazirlanmasi
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Sekil 3.5. 4mm cap ve 2mm kalinliga sahip kaliplar kullanilarak karigtiritlmis materyal

Ornekleri

ES IO

Sekil 3.6. Orneklerin 48 saat 37 °C 90 + 5% nemde tutuldugu etiiv

Silindirik teflon kaliplardan, her bir materyalden 10 tane olmak {izere elde edilen
disk seklindeki materyal drnekleri (Sekil 3.7), tek tek paketlenerek (Sekil 3.8) in vitro
testleri yapilmak {izere ilgili boliimlere gonderilmistir. SEM-EDX, XRD,FTIR analizleri
Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde, tanecik boyutu
hesaplanmas: Inonii Universitesi Fizik Béliimiinde, mikrosertlik analizi Atatiirk
Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boliimiinde, MTT-TAS ve TOS
analizi Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakaloji ve Toksikoloji Anabilim

Dalinda yapilmistir.
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Sekil 3.7. Sertlesmesi tamamlanan materyal 6rnekler

Sekil 3.8. Materyal 6rneklerinin paketlenmis hali

3.2. MTT, Total Antioksidan Kapasite (TAS)-Total Oksidan Kapasite (TOS)
Analizi

Hazirlanan 6rneklerin gingival fibroblast kok hiicre hatti iizerine etkileri 24. ve

72. saatlerde MTT, TAS ve TOS analizleri ile degerlendirilmistir. Bu analizler Atatiirk
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Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakaloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda 3’er tane

numune kullanilarak yapilmistir.

3.2.1. Gingival Fibroblast Kok Hiicrelerin Hazirlanmasi

Gingival fibroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintiisiic  Sekil 3.9°da
gosterilmektedir. Gingival kok hiicreleri ATCC, ABD firmasindan temin edilmistir.
Krayo falkonlarda gelen hiicreler seri sekilde normal oda sicakliginda
¢oziindiiriilmiistiir. Siv1 hale gelen hiicre ve medyum 2 cc yeni medyumla karistirilarak
1200rpm+4 dereceli santrifiijjde 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Dibe c¢oken
hiicrelerin {istli atilarak yeni medyumda low glucose DMEM/f 12 (Sigma, ABD), 1/10
FBS (Sigma, ABD), %1 antibiyotik (Sigma, ABD) (pensilin-streptomisin-amfotrisin))
karigtirlmis ve 25 cm? flaskta ekilmistir. Her 3 giinde bir medyum degisikligi
uygulanmistir. Hiicreler flaskin %80’ini kaplayinca pasaj islemi yapilmistir. Bunun igin
hiicrelerin medyumu atilarak uzaklastirilmistir. Flask steril PBS (Ca*™ ve Mg™
icermeyen) ile yikanmustir. PBS (Sigma,USA) uzaklastirildiktan sonra 25 cm?’lik flaska
0,4 cc Tripsin/EDTA(Sigma, ABD) eklenmis ve enkiibe edilerek 5 dakika hiicreleri
kaldirilmasi i¢in zaman tanmmustir. 1:1 oraninda FBS ilave edilmis ve flaskin
sollisyonunda ylizen hiicreler steril tiipe alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Pelet olusturan hiicrelerin, iist sivisi atildiktan sonra yeni medyum ilave
edilmis ve 48’lik plate 100 ul gelecek sekilde ekim iglemi yapilmis ve hiicre dagiliminin
homojen olmasina 6zen gosterilmistir. Toma camiyla, her kuyucuk basina 1x10°
hiicrenin geldigi saplanmistir. Plateler 37°C derecede, %5 CO2 bulunan bir inkiibatdrde
tutulmustur.

Sekil 3.9. Stereo mikroskopta 20 kat biiyiitme ile goriintiilenen gingival fibroblast hiicre
hatt1
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3.2.2. Well Platelerin Hazirlanmasi

Logaritmik iireme tarzinda olan, aktif ve ylizeyi %90-95 oraninda kaplamig olan
hiicreler, pasajlama isleminde oldugu gibi flask tabanindan ayrilmis ve taze medyum ile
hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. 24 gozlii well platelerin materyallerin yerlestirilecegi
her bolmesine, hazirlanan 200 ml hiicre siispansiyonu dagitilmistir. Ayni yontemle 3
adet 24 gozli well plateler hazirlanmistir. 5. giinde kiiltiir ortamindaki DMEM medyum
aspire edilerek uzaklastirilmis ve yerine taze medyum ilave edildikten sonra tekrar 37
°C’deki %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. %5 CO2’li ve 37 °C de nemli
ortamdaki 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan well plate hiicrelerin tiim
gozlerinin tabanini tamamen doldurup doldurmadigi inverted mikroskop (Leica,
Almanya) ile kontrol edilmistir. Deney Oncesinde hiicrelerin gozleri tamamen
doldurdugu goriilmiis ve gingival fibroblast hiicrelerinin karakteristik yapist 151k

mikroskobunda (Leica, Almanya) incelenmistir.

UV 1sm ( Klas 2 kabin, Tiirkiye ) altinda 2 saat boyunca sterilize edilen
ornekler; daha sonra, steril bir presel yardimiyla, steril kabin igerisinde teker teker
membran kutucuklarin i¢ine yerlestirilerek hiicrelerle direkt temas etmeleri

engellenmistir. Hiicreler 24 ve 72 saat boyunca materyallere maruz birakilmiglardir
(Sekil 3.10).

3.2.3. MTT Analizi

Materyallerin MTT testi ile sitotoksisitesini belirlemek igin 1 ml PBS i¢inde 5
mg MTT tozu (Sigma Aldrich inc, St.Louis, ABD) olacak sekilde hazirlanan karigim,
0.20 um’lik steril filtreden (Corning, Wiessbaden, Almanya) gecirilerek dis yiizeyi
aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4°C’de kullanilacagi zamana kadar
bekletilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin ortam sivilar1 ¢ekildikten sonra, daha &nceden
hazirlanmis olan Orneklerden 3 tanesi her bir kuyucuga yerlestirilerek 24 ve 72 saat
sireyle 37 °C’de %5 CO: iceren ortamda tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bdylece,

kullanilan materyallerin 24 ve 72 saat sonundaki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.

MTT maddesinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristallerini ¢oziiniir
duruma getirmek icin 99.4 ml dimetilsiilfoksit (DMSO), 0.6 ml (HCl) ve 10 g
sodyumlauril siilfat (SDS) iceren karisimdan 100 pl/kuyucuk olacak sekilde ilave
edilmis ve 4 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bu isleminin ardindan

absorbans, (optik yogunluk) spektrofometrede (nQuant, Bad Friedrichshall, Biotek,
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ABD) 570 nm dalga boyunda Sl¢lilmiistiir. Veriler SPSS analiz sonras1 grafikler halinde

sunulmustur.

Membran

Medyum
Ornek

Gingival
Fibroblast

C

Sekil 3.10. a: 24°liik well platete MTT analizi, b: Membran goriintiisii, c: Orneklerin

yerlestirilmesini anlatan gorsel

3.2.4. Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Total Oksidan Kapasite
(TOS)’un Tespiti

24 ve 72 saat boyunca gingival fibroblast hiicrelerinin, membran iizerinde
bekletilen materyallere karst olusturdugu ve hiicre sivisina (medyum) biraktigt TAS ve
TOS degerleri oOl¢iilmiistiir. TAS ve TOS analizi Sekil 3.13 ‘te gosterilmektedir. TAS
diizeyi tespitinde, hiicre sivisinin 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat =
ABTS+) radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan kapasitesi tespit

edilmistir. Tespit isleminde TAS (Total Antioksidan Kapasite) ticari kitleri (Rel Assay
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Diagnostics® ,Tiirkiye) kullanilmistir (Sekil 3.14 ). Kit Bilesenleri Reaktif 1 Soliisyonu,

Reaktif 2 Soliisyonu, Standart 1 Soliisyonu ve Standart 2 Soliisyonundan olugmaktadir.

30 pl hiicre s1vis1 (medyum) igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan
eklenerek 660 nm’de ilk absorbans okunmustur. Daha sonra ayni kuyucuklara 75 pl
Reaktif 2 eklenerek 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonunda 660 nm’de
ikinci absorbans degeri okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde
uygun sekilde yerlerine konularak mmol Trolox Equiv/L cinsinden TAS diizeyleri tespit

edilmistir (Sekil 3.11).

[(A abs std1)- (A abs 6rnek)]
TAS Degeri =

[(A abs std1) —(A abs std 2)]

Sekil 3.11. TAS degeri hesaplanirken kullanilan formiil

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. absorbans degeri — 6rnegin 1. absorbans degeri

A absorbans standart 1 = Std1’in 2. absorbans degeri — Std1’in 1. absorbans

degeri

A absorbans standart 2= Std2’nin 2. absorbans degeri — Std2’nin 1. absorbans

degeri

Total Oksidan Kapasite (TOS) tespitinde, numunede bulunan oksidanlarin
miktariyla iligkili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak olgiilerek
degerlendirme yapilmistir. Calismamizda tespit isleminde TOS (Total Oksidan
Kapasite) ticari kitleri (Rel Assay Diagnostics®, Tiirkiye) kullanilmistir (Sekil 3.14).
Kit Bilesenleri Reaktif 1 Sollisyonu, Reaktif 2 Soliisyonu, Standart 1 Soliisyonu,

Standart 2 Soliisyonundan olugsmaktadir.

75 pl hiicre sivisinin (medyum) bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1
soliisyonundan ilave edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okunmustur. Daha sonra ayni
kiivete 25 pl Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.
Bekleme sonunda 530 nm’de ikinci kez absorbansi okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak mmol TOS diizeyleri H202 equi mmol /L-1
cinsinden tespit edilmistir (Sekil 3.12).
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A\ absorbans drnek
TOS Degeri = x20

A absorbans standart

Sekil 3.12. TOS degeri hesaplanirken kullanilan formiil

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. absorbans degeri — drnegin 1. absorbans degeri

A absorbans standart = Standartin 2. absorbans degeri — standartin 1. absorbans

degeri

Sekil 3.14. TAS ve TOS ticari kitleri
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3.3. Mikrosertlik analizi

Mikrosertlik analizi Atatiirk Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi
Boliimiinde 1 adet numune kullanilarak gergeklestirilmistir. Materyal Orneklerinin
mikrosertlikleri, test cithazinin (Shimadzu, HMV-G, Japonya) (Sekil 3.15) Vickers ucu
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Mikrosertlik 6l¢timlerinde Hardness Vickers (HV) 0,1 ile 100
gram yiik uygulanmig, Olgiimlerin dogrulugu icin bir materyal oOrneginden 5’er
adet 6l¢tim alinarak mikrosertlik degerleri belirlenmistir. Vickers ucunun materyal
tizerinde olusturdugu centigin diagonal uzunlugu ve Vickers mikrosertlik degeri, cihaz
iizerinde bulunan mikrooptik 6l¢iim sistemi ile HV=1.854 x kuvvet / (taban kosegeni)?

formiiliine gére otomatik olarak hesaplanmis ve HV cinsinden sonuglar kaydedilmistir.

Sekil 3.15. Mikrosertlik cihazi

3.4. Taramah Elektron Mikroskobu-Enerji Dagihm X-Ray Analizi ( SEM-
EDX)

Bu analiz Inonii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde 1
adet numune kullamlarak yapilmistir. Orneklere inceleme &ncesi yiizeye iletkenlik
kazandirmak amaciyla Au-Pd siirtilmiis (Sekil 3.16) ve kaplama cihazina (Bal-Tec 050,
Lichtenstein) yerlestirilmistir (Sekil 3.17). Daha sonra érneklerin SEM analizi indnii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde (IBTAM) bulunan cihaz ile
(LEO, EVO 40 XVP,Ingiltere) (Sekil 3.18-3.19) 20 kV hizlandirma voltajinda SE
(Secondary Electron) kullanilarak, 4.5 nm ayirma giicii, 0.2-30 kV hizlandirma voltaj
araligi1 ve 7 ile 1.000.000 defa biiyiitme kapasitesine sahip elektron mikroskopuyla
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gerceklestirilmistir.  Orneklerin  incelenmesinde 500-5000 (10-100 mikrometre

araliginda) biiyiitme aralig1 kullanilmistir.

Elektron mikroskobunun yiiksek voltaj altinda hizlandirilmis elektron demetinin
numune yiizeyinden yansimasi sonucu goriintli elde edilmistir. Bu 1sin numunenin
yiizeyini tarayarak, belirli bir alan1 hakkinda bilgi edinmeyi saglamistir. Elektron
1sininin numune ile etkilesimi, daha sonra uygun dedektorler tarafindan tespit edilebilen

bir dizi sinyal {iretmis ve bu sinyaller ile bir ylizey goriintiisii elde edilmistir (276).

Sekil 3.16. Au-Pd ile kaplanmig 6rnekler

Sekil 3.17. Au-Pd siiriilen 6rneklerin yerlestirildigi kaplama cihazi
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Sekil 3.19. SEM cihazina yerlestirilmis 6rnekler

3.5. Tanecik biiyiikliigii

Tanecik biiytlikliigl hesaplanirken tiim 6rneklerde 20 biiyiitmeli SEM goriintiisii
kullanilmistir. Elde edilen SEM goriintiisii iizerinden imagej (Sekil 3.20) programi
kullanilarak tanecik biiyiikliigii hesaplanmis ve istatistiksel analizi (Kruskal Wallis-

Conover testi) yapilmistir.
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Sekil 3.20. image J program ile tanecik boyutunun hesaplanmasi

3.6. X Isim1 Kirimmm Yo6ntemi (XRD)

Bu analiz inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde
yapilmustir. Agat havanda ezilen 1 numenin bir kismi XRD analizinde bir kismu ise
FTIR analizinde kullanilmigtir. Elde edilen numunenin kristal yap1 analizi X 1511
kirnim yontemi (XRD) ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan numunelerin X 1sm1
analizleri, (Rigaku RadB-DMAX 1II, Japonya) bilgisayar kontrolli X 1sim1
difraktometresi (Sekil 3.21) ile CuKa (A=1.5405 A) radyasyonu kullanilarak yapilmustir.
Oncelikle hazirlanan numuneler agat havanda ezilmistir (Sekil 3.22). Daha sonra
ornekler cihaza yerlestirilmistir (Sekil 3.23). Ol¢iimler 26=3-800 araliginda 30 /dk sabit
tarama hizinda alinmustir (Sekil 3.24). Orneklerin kristal parametreleri MDI Jade 6.0
Crystal Refinement programi ve referans PDF kartlar1 (pattern difraction file) ile

karsilastirilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.22. XRD analizi dncesi agat havanda ezilen numuneler

Sekil 3.23. Orneklerin yerlestirildigi bolme
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Sekil 3.24. Analiz yapilirken ¢izilen XRD grafigi

3.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR)

Bu analiz inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde
yapilmistir. Agat havanda ezilen 1 numenin bir kismi1 XRD analizinde bir kismi ise
FTIR analizinde kullamlmistir. Uretilen 6rneklerin FTIR ol¢iimleri alinirken, toz
halindeki ornekler potasyum bromiir (KBr) ile karistirilmis, karisimda 6rnek miktarinin
%3’1 gecmemesine dikkat edilmis ve karisim iyice ogiitiildiikten sonra 1 cm ¢apinda
peletler hazirlanip kizilotesi radyasyon gonderilerek olgiimler alinmustir. Kizil otesi
radyasyonu kimyasal baglarin gerilme, biiziilme ve biikiilme gibi farkli titresim
hareketleri ile absorbe edilmistir. Kizil oOtesi bolgesinde kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisim ve absorbsiyon Ozellikleri spektral piklerin olusmasin
saglamistir. Her fonksiyonel grup kendine 6zgii titresim sikligia sahiptir ve her kizil

oOtesi 151k dizisi (spectrum) 6zgildiir.

Analiz Inonii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi Kimya
Laboratuar1 boliimiindeki, FTIR cihaz1 (Perkin Elmer,Spectrum One,Amerika) (Sekil
3.25-3.26) ile 200-2000 cm-* 6l¢iim araliginda yapilmustir.
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Sekil 3.25. FTIR cihazi

Sekil 3.26. Orneklerin yerlestirildigi bolme

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler degiskenin dagilimima gore ortanca ile minimum ve maksimum ya da
ortalama ve standart sapma degerleri ile Ozetlenmistir. Verilerin normal dagilima

uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir.

Degiskenlerin gruplar arasi karsilagtirilmasinda tek yonli varyans analizi ve
Kruskal Wallis testleri kullanilmistir. Anlamli tek yonlii varyans analizi sonrasi ¢oklu
karsilastirmalarda Tukey testi, anlamli Kruskal Wallis testi sonrasi c¢oklu
karsilagtirmalarda Conover testi kullanilmistir. Calismadan elde edilen veriler, IBM
SPSS Statistics V. 25 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, Amerika) ve agik kaynak
erisimli yazilim (Arslan, A. K., Yasar S., Colak, C. IAY: Istatistiksel Analiz Yazilimi
[Web-tabanli  yazilim], 2019-05-22 tarihinde http://biostatapps.inonu.edu.tr/IAY/
adresinden erisildi.) ile analiz edilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT, Total Antioksidan Kapasite (TAS), Total Oksidan Kapasite
(TOS) Analizi Bulgular

4.1.1. MTT Bulgular:

41.1.1. MTT Testi 24. Saat Sonucu

MTT testi 24. saat sonucu hiicre canlilik oranlarinin yiizde degerleri Sekil 4.1°de
gosterilmektedir. Kontrol grubunun verileri 100’e esitlenmistir ve diger gruplarin
verileri de kontrol grubuyla oranlanmistir. 24 saatlik degerlendirmede hiicre canlilik
oranlar1 Angelus MTA ‘da % 93, Angelus MTA+%0.1 GNP’de %88, Angelus
MTA+%0.3 GNP’de %87 ve Dycal’da ise %71 olarak bulunmustur.

MTT testi 24. saat degiskeni i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmus (p
=0.016 ) ve buna iliskin tanimlayici istatistikler Tablo 4.1°de 6zetlenmistir. Coklu
karsilastirmalar ise Tablo 4.2 ‘de gdsterilmistir. Buna gore Angelus MTA ve Angelus
MTA+%0.1 GNP gruplarimin kontrol grubuyla anlamli farklihik gostermedigi
gozlemlenmistir (p>0.05). Angelus MTA+ %0.3 GNP grubu ve kontrol grubu arasinda
anlamli fark (p=0.045) bulunurken; Dycal ve kontrol grubu arasinda ise yiiksek
diizeyde istatistiksel anlamlilik bulunmustur (p= 0.001.

MTT Testi 24. Saat Sonucu
Dyeal |
Angelus MTA+ %0.3 GNP [N -
Angelus MTA + %0.1 GNP [N
Angelus MTA |
Kontro! [INNEEEGEG

0 20 40 60 80 100 120
Canlihk Oram %

Deney gruplar

Sekil 4.1. Gingival fibroblast hiicrelerinden 24. Saat sonunda elde edilen canlilik

oranlari
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Tablo 4.1. 24. Saat MTT testinden elde edilen degerler

Kontrol Grubu 3 0620 0598 0.669
Angelus MTA 3 0582 0560 0.609

Angelus MTA +%0.1

s 3 0549 0541 0.572 0,016+
é{llg;'“s MTA +%0.3 3 0551 0530 0.553

Dycal 3 0462 0416 0.465

*Kruskal Wallis testi

Tablo 4.2. 24. Saat MTT analizinde gruplar arast ikili kargilagtirmalar

Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP 4.333 0.235
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP 5.000 0.171
Dycal- Angelus MTA 9.000 0.014
Dycal - Kontrol Grubu 11.667 0.001
érlllgslus MTA +%0.3 GNP - Angelus MTA+%0.1 0.667 0.855
Angelus MTA +%0.3 GNP - Angelus MTA 4.667 0.201
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu 7.333 0.045
Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA 4.000 0.273
Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu 6.667 0.068
Angelus MTA-Kontrol Grubu 2.667 0.465

* Mann-Whitney U testi

4.1.1.2. MTT Testi 72. Saat Sonucu:

MTT testi 72. saat sonucu hiicre canlilik oranlarinin yiizde degerleri Sekil 4.2°de
gosterilmektedir. Kontrol grubunun verileri 100°e esitlenmistir ve diger gruplarin
verileri de kontrol grubuyla oranlanmigtir. 72 saatlik degerlendirmede hiicre canlilik
oranlar1 Angelus MTA‘da %89, Angelus MTA+%0.1 GNP‘de %82, Angelus
MTA+%0.3 GNP ‘de %77 ve Dycal’da ise %58 olarak bulunmustur.

MTT testi 72. saat degiskeni i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmusg

(p =0.027) ve buna iliskin tanimlayic istatistikler Tablo 4.3 te 6zetlenmistir. Coklu
karsilastirmalar ise Tablo 4.4 ‘te gosterilmistir. Buna gore Angelus MTA ve Angelus
MTA+ 9%0.1 GNP gruplarmin kontrol grubuyla anlamli farklilik gostermedigi
gozlemlenmistir (p>0.05). Angelus MTA+%0.3 GNP grubu ve kontrol grubu arasinda
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anlamli fark (p=0.041) bulunurken; Dycal ve kontrol grubu arasinda ise yiiksek
diizeyde istatistiksel anlamlilik bulunmustur (p=0.002) .

MTT Testi 72. Saat Sonucu
Dyca! I
Angelus MTA+%0.3 GNP [
Angelus MTA + %0.1 GNP [ NG
Angetos MTA
Kontrol G

0 20 40 60 80 100 120
Canliik Oram %

Deney Gruplan

Sekil 4.2. Gingival fibroblast hiicrelerinden 72. Saat sonunda elde edilen canlilik

oranlari

Tablo 4.3. 72. Saat MTT analizinden elde edilen degerler

Kontrol Grubu 4 0.376 0.360 0.421
Angelus MTA 3 0.348 0.286 0.388
Angelus MTA+%0.1 GNP 3 0.312 0.302 0.322 0.027*
Angelus MTA +%0.3 GNP 3 0.276 0.248 0.358
Dycal 3 0.214 0.198 0.249

*Kruskal Wallis testi
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Tablo 4.4. 72. Saat MTT analizinde gruplar arasi ikili karsilagtirmalar

Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP 4.000 0.303
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP 5.667 0.145
Dycal - Angelus MTA 8.000 0.40
Dycal - Kontrol Grubu 11.417 0.002
Angelus MTA +%0.3 GNP - Angelus

MTA+%0.1 GNP 1.667 0.668
Angelus MTA +%0.3 GNP- Angelus MTA 4.000 0.303
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu 7.417 0.041
Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA 2.333 0.548
Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu 5.750 0.114
Kontrol Grubu- Angelus MTA 3.417 0.347

* Mann-Whitney U testi
4.1.2. Total Oksidan Kapasite ( TOS) Analizi Sonug¢lar:

4.1.2.1. Total Oksidan Kapasite ( TOS) 24. Saat Sonuclar1

TOS testi 24. saat degiskeni i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 4.5’te 6zetlenmis,
coklu karsilastirmalar ise Tablo 4.6°da gosterilmistir. Grafikler halinde ise Sekil 4.3’te
sunulmustur. Veriler hidrojen peroksit seviyesine gore hesaplanmistir. En diisiik total
oksidan kapasite kontrol grubunda tespit edilmistir. En yliksek total oksidan kapasite ise
Dycal kuafaj materyalinde hesaplanmustir. Kontrol grubu 2,45+0.19 H202 equi mmol/L"
1 Angelus MTA 2,91+0.21 H,02 equi mmol/L?, Angelus MTA +%0.1 GNP 3.27+0.26
H.02 equi mmol/L?, Angelus MTA+ %0.3 GNP 3,37+0.24 H,0, equi mmol/L™, Dycal

ise 4,49 £0.31 H202 equi mmol olarak bulunmustur.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Dycal ve kontrol grubu arasinda
yiiksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur (p=0.001). Angelus MTA’ da ve GNP
eklenen gruplarda GNP dozuna bagli olarak oksidan kapasite artis gostermis ancak

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.5. TOS testi 24. Saat sonuglari

TOS n Degeri  Ortalama StD
kontrol 3 2,45 + 0,19

% Angelus MTA g 2,91 + 0,21

& Angelus MTA+%0.1 GNP 3 3,27 + 0,26

Q& Angelus MTA+%0.3 GNP 3 3,37 + 0,24
Dycal 3 4,49 + 0,31

Veriler ortalama + standart sapma ile verilmistir.

*Tek yonlii varyans analizi

TOS Testi 24. Saat Sonucu

Dycl [N
& Angelus MTA +%0.3 GNP [N -
Angelus MTA +%0.1 GNP [
Angelus MTA |
Kontrol |G

0 1 2 3 4 $

Deney Gruplanr

H207 equi mmol/L!

Sekil 4.3. Kuafaj materyallerinin 24. saatte olusturduklari total oksidan kapasite

Tablo 4.6. 24. Saat TOS analizinde gruplar arasi ikili karsilagtirmalar

Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP 0.226
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.43
Dycal - Angelus MTA 0.009
Dycal - Kontrol Grubu 0.001
Angelus MTA + %0.3 GNP - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.995
Angelus MTA +%0.3 GNP- Angelus MTA 0.815
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu 0.321
Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA 0.999
Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu 0.821
Kontrol Grubu- Angelus MTA 0.996

*Tukey ¢oklu karsilastirma testi
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4.1.2.2. Total Oksidan Kapasite ( TOS) 72. Saat Sonuclar:

TOS testi 72. saat degiskeni i¢in tanimlayic istatistikler Tablo 4.7°de 6zetlenmis,
coklu karsilastirmalar ise Tablo 4.8 ‘de gosterilmistir. Grafikler halinde ise Sekil 4.4°te
sunulmustur. Veriler hidrojen peroksit seviyesine gore hesaplanmistir. En diisiik total
oksidan kapasite kontrol grubunda tespit edilmistir. En yiiksek total oksidan kapasite ise
Dycal kuafaj materyalinde hesaplanmigtir. Kontrol grubu 2,73+0.12 H202 equi mmol /L
! Angelus MTA 3,01+0.18 H20, equi mmol/L™?, Angelus MTA+%0.1 GNP 3,85+0.19
H202 equi mmol/ L, Angelus MTA+%0.3 GNP 4,42 +0.29 H,0, equi mmol/L?,
Dycal ise 5,21+0,41 H20, equi mmol/L™? olarak bulunmustur.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Dycal ve Angelus MTA+%0.3
GNP grubu ile kontrol grubu arasinda yiiksek diizeyde anlaml farklilik bulunmustur
(p=0.001). Angelus MTA’da ve Angelus MTA+%0.1 GNP eklenen grupta ise oksidan
kapasite artis gostermis; ancak kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamamastir (p>0.05) (Tablo 4.8).

Tablo 4.7. TOS testi 72. Saat sonuglari

TOS n Degeri  Ortalama StD
kontrol 3 2,73 + 0,12

L Angelus MTA 3 3.01 + 0,18

& Angelus MTA+%0.1 GNP 3 3,85 + 0,19

N Angelus MTA+%0.3 GNP 3 4.42 = 0,29
Dycal 3 5,21 + 0,41

Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.

*Tek yonlii varyans analizi

TOS Testi 72. Saat Sonucu
Dyl .
Angelus MTA +%0.3 GNP [N
Angelus MTA +%0.1 GNP [N -

Deney Gruplan

Angelus MTA [
Kontrol - | -

0 1 2 3 4 5 6
H202 Equiv mmol/L-1

Sekil 4.4. Kuafaj materyallerinin 72. saatte olusturduklari total oksidan kapasite
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Tablo 4.8. 72. Saat TOS analizinde gruplar arasi ikili karsilagtirmalar

Ornek 1-Ornek 2 p Degeri*

Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP 0.655
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.001
Dycal - Angelus MTA 0.001
Dycal - Kontrol Grubu 0.001
Angelus MTA + %0.3 GNP - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.48
Angelus MTA +%0.3 GNP- Angelus MTA 0.002
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu 0.001
Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA 0.85
Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu 0.556
Kontrol Grubu- Angelus MTA 1

*Tukey coklu karsilastirma testi

4.1.3. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Analizi Sonuglari

4.1.3.1. Total Antioksidan Kapasite 24. Saat Sonuclari

TAS testi 24. saat degiskeni i¢in tanimlayici istatistikler Tablo 4.9°da 6zetlenmis,
coklu karsilagtirmalar ise Tablo 4.10°da gdsterilmistir. Grafikler halinde ise Sekil 4.5°te
sunulmustur. Veriler trolox equiv mmol/L™? cinsinden hesaplanmustir. En yiiksek total
antioksidan kapasite kontrol grubunda tespit edilmistir. En diislik total antioksidan
kapasite ise Dycal kuafaj materyalinde hesaplanmistir. Kontrol grubu 4,354+0.012 trolox
equiv mmol /L, Angelus MTA 3,68+0.011 trolox equiv mmol/L?, Angelus MTA
+90.1 GNP 3,48+0.009 trolox equiv mmol/L, Angelus MTA %0.3 GNP 2,96+0.014

trolox equiv mmol/L%, Dycal ise 2,07+0.015 trolox equiv mmol/L™ olarak bulunmustur.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Angelus MTA+%0.3 GNP ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p=0.013). Dycal grubu ile
kontrol grubu arasinda ise yliksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p=0.001). Ancak Angelus MTA ve Angelus MTA+%0.1 GNP ile
kontrol gruplar1 arasina istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0.05)

(Tablo 4.10) .
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Tablo 4.9. TAS testi 24. saat sonuglari

TAS n Degeri  Ortalama
kontrol 3 4.35 +
L Angelus MTA 3 3.68 +
B Angelus MTA+%0.1 grafen 3 3.48 +
N Angelus MTA+%0.3 grafen 3 2.96 +
Dycal 3 2.07 +

Veriler ortalama + standart sapma ile verilmistir.

*Tek yonlii varyans analizi

Tablo 4.10. 24. Saat TAS analizinde gruplar arasi ikili karsilagtirmalar

Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP

Dycal - Angelus MTA
Dycal - Kontrol Grubu

Angelus MTA + %0.3 GNP - Angelus MTA+%0.1 GNP

Angelus MTA +%0.3 GNP- Angelus MTA
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu

Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA

Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu
Kontrol Grubu- Angelus MTA
*Tukey ¢oklu karsilastirma testi

TAS Testi 24, Saat Sonucu

ved I
2 Aok MrA+s03 v |

Deney Grupla

Angelus MTA + 0.1 GNP |
Angeus MTA - |

0.887
0.123

0.073

0.001
0.832
0.685

0.013

0.292
0.43

Kourol |

0 05 1

1.5

2 25 3 35

Trolox Equiv mmol/L-1

4 45 3

StD
0.012
0.011
0.009
0.014
0.015

Sekil 4.5. Kuafaj materyallerinin 24. saatte olusturduklar total antioksidan kapasite

4.1.3.2. Total Antioksidan Kapasite 72. Saat Sonuclar:

TAS testi 72. saat degiskeni i¢in tanimlayict istatistikler Tablo 4.11°de

Ozetlenmis, ¢oklu karsilagtirmalar ise Tablo 4.12 ‘de gosterilmistir. Grafikler halinde

64



ise Sekil 4.6°da sunulmustur. Veriler trolox equiv mmol/L-! cinsinden hesaplanmistir.
En yiiksek total antioksidan kapasite kontrol grubunda tespit edilmistir. En diisiik total
antioksidan kapasite ise Dycal kuafaj materyalinde hesaplanmistir. Konrol grubu
3,7+0.012 trolox equiv mmol/L-!, Angelus MTA 3,54+0.018 trolox equiv mmol/L-!,
Angelus MTA +%0.1 GNP 3,02+0.009 trolox equiv mmol/L-, Angelus MTA %0.3
GNP 2,72+0.011 trolox equiv mmol/L-!, Dycal ise 2,29+0.008 trolox equiv mmol/L-*

olarak bulunmustur.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Angelus MTA+%0.3 GNP ile
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p=0.028). Dycal grubu ile
kontrol grubu arasinda ise yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p=0.001). Ancak Angelus MTA ve Angelus MTA+%0.1 GNP ile
kontrol gruplar1 arasina istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (p>0.05)

(Tablo 4.12).

Tablo 4.11. TAS testi 72. saat sonuglari

TAS n Degeri  Ortalama StD
kontrol 3 3.7 + 0.012
L Angelus MTA 3 3.54 = 0.018
& Angelus MTA+%0.1 grafen 3 3.02 + 0.009
NS Angelus MTA+%0.3 grafen 3 2.72 + 0.011
Dycal 3 2.29 + 0.008
Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.
*Tek yonlii varyans analizi
Tablo 4.12. 72. Saat TAS analizinde gruplar aras: ikili karsilastirmalar
Ornek 1-Ornek 2 p Degeri*
Dycal - Angelus MTA +%0.3 GNP 0.706
Dycal - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.148
Dycal - Angelus MTA 0.37
Dycal - Kontrol Grubu 0.001
Angelus MTA + %0.3 GNP - Angelus MTA+%0.1 GNP 0.974
Angelus MTA +%0.3 GNP- Angelus MTA 0.696
Angelus MTA +%0.3 GNP - Kontrol Grubu 0.028
Angelus MTA+%0.1 GNP - Angelus MTA 0.999
Angelus MTA+%0.1 GNP - Kontrol Grubu 0.246
Kontrol Grubu- Angelus MTA 0.630

*Tukey ¢oklu karsilastirma testi
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TAS Testi 72. Saat Sonuclar:

Dycal [N
Angelus MTA+ %03 GNP [N
Angetus MTA + %0.16Np NN
Angelus MTA [ -
Kontrol [NNEGG

0 1 2 3 4 5
Trolox Equiv mmol/L-1

Deney Gruplari

Sekil 4.6. Kuafaj materyallerinin 72. Saatte olusturduklar1 total antioksidan kapasite

4.2. Mikrosertlik

Mikrosertlik testi degiskeni i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmus
(p<0.001) ve buna iliskin tanimlayici istatistikler Tablo 4.13°te 6zetlenmistir. Coklu
karsilagtirmalar ise Tablo 4.14 ‘te gosterilmistir. Buna gére Angelus MTA 63 (49.1-75)
HV, Angelus MTA+%0.1 GNP 135 (93.7-220) HV, Angelus MTA+%0.3 GNP 205
(127-608) HV, Dycal ise 18,4 (17-20.3) HV olarak bulunmustur. Mikrosertligi en diisiik
bulunan materyal Dycal en yliksek bulunan materyal ise Angelus MTA’ya %0.3 GNP
katkilanmis Ornekte olmustur. %0.1 GNP katkilanmis ornekte ise Angelus MTA’ya
gore daha yiiksek mikrosertlik degeri elde edilmistir (Sekil 4.7).

Istatistiksel analiz sonuglarina gore tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliik bulunmustur (Tablo 4.14). Buna gore Angelus MTA-Angelus
MTA+%0.3 GNP arasinda ¢ok yliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0.001), Angelus
MTA-Angelus MTA+%0.1 GNP arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p=0.001),
Angelus MTA+%0.1-GNP-Angelus MTA+%0.3 GNP arasinda anlamli farklilik
(p=0.015) , Angelus MTA-Dycal arasinda yiiksek diizeyde anlamli farklilik (p=0.01),
Angelus MTA+%0.1 GNP-Dycal ve Angelus MTA+%0.3 GNP-Dycal arasinda ise ¢ok
yiiksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0.001) bulunmustur.
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Tablo 4.13. Mikrosertlik testinde elde edilen degerler

Gruplar n  Minimum Ortanca Maksimum  p degeri
Angelus MTA 1 49.1 63 75
Angelus MTA+%0.1 GNP 1 93.7 135 220 ,
<0.001
Angelus MTA+%0.3 GNP 1 127 205.5 608
Dycal 1 17 18.4 20.3
*Kruskal-Wallis testi
Tablo 4.14. Mikrosertlik degerleri gruplar arasi ikili karsilastirmalar
) Conover test Istatistiksel
Ikili Karsilastirmalar p degeri
istatistigi anlamhhk
Angelus MTA-Angelus MTA+%0.1 GNP -3.637 0.002 Evet
Angelus MTA-Angelus MTA+%0.3 GNP -6.699 <0.001 Evet
Angelus MTA+%0.1-GNP-Angelus
-2.664 0.015 Evet
MTA+%0.3 GNP
Angelus MTA-Dycal 2.841 0.01 Evet
Angelus MTA+%0.1 GNP-Dycal 6.479 <0.001 Evet
Angelus MTA+%0.3 GNP-Dycal 9.851 <0.001 Evet
’ Angelus Angelus MTA Angelus MTA
MTA +%0.1 GNP +%0.3 GNP Dyeal

Sekil 4.7. Mikrosertligin gruplara gére dagilim grafigi
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4.3. Taramal Elektron Mikroskopu Analizi (SEM)

Hazirlanan Orneklerin yiizey olusumlarinin 20.00 kV biiylitmedeki goriintiileri

Sekil 4.8°deki gibidir.

Mag= 600KX  EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 10mm Mag= 500KX  EHT=20.00kV SignalA=SE1 WD= 10mm

a. Angelus MTAya ait b. Angelus MTA+%0.1 GNP’ye ait

. SEM goriintiileri
SEM goriintiileri

Mag= 5.00KX EHT=2000KV SignalA=SE1 WD= 10mm

Mag= 500KX EHT=2000Kkv SignalA=SE1 WD= 11mm

C. Angelus MTA+%0.3 GNP’ye ait d. Dycal’a ait SEM goriintiileri
SEM goriintiileri

Sekil 4.8. Deney gruplarina ait SEM goriintiileri

SEM goriintiileri incelendiginde saf materyal olan Angelus MTA’ nin bosluklu
bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. GNP katkilama miktar1 arttik¢a tanecik
boyutlarinin ve bosluklu yapiin azalmaya basladigi gézlemlenmektedir. Sekil 4.d’de
(Dycal) ise ylizeyde herhangi bir bosluklu yap1 olmadigi goriilmektedir.
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4.4. Enerji Dagihmh X-151m1 Spektroskopisi (EDX) Analizi Sonuclari

Omeklerden alinan SEM goriintiisiinden secilen iki bolge iizerinden sonuglar

elde edilmistir.

4.4.1. Angelus MTA

Angelus MTA’ya ait EDX analizi sonucglart Sekil 4.9 ve Tablo 4.15’te

gosterilmektedir.

2“
o

Sekil 4.9. Angelus MTA’ya ait SEM goriintiisiinden elde edilen EDX grafikleri

B S e B B
6 8 10
keV keV
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Tablo 4.15. Angelus MTA EDX analizi sonuglari

Spektrum:1. bolge Spektrum: 2. Bolge
C Atom C Error C Atom C Error
[at.-%)] [%] [at.-%)] [%]
Ca 34.26 + 0.8 Ca 35.06 + 0.8
< 50.08 + 5.8 C 48.41 + 4.9
Si 13.56 + 0.3 Si 14.26 + 0.3
Bi 0.31 + 0.1 Bi 0.32 + 0.1
Al 1.42 + 0.1 Al 1.50 + 0.1
Fe 0.36 + 0.0 Fe 0.43 + 0.1
K 0.00 £ 0.0 K 0.00 == 0.0
Na 0.00 = 0.0 Na 0.00 == 0.0
S 0.00 + 0.0 Mg 0.00 + 0.0
Mg 0.00 at 0.0 S 0.00 + 0.0
Toplam: 100.00 Toplam: 100.00

Veriler ortalama + standart sapma ile verilmistir.

Angelus MTA EDX analizine gore 1. bolgede %34.26+0.8 oraninda Ca, %50.08
+5.8 oraninda C, %13.56+0.3 Si, %0.31+0.1 Bi, Al %1.42+0.1, Fe 0.36+0.0, bulunmus
olup K, Na, Mg ve S a rastlanmamustir. 2. bolgede ise Ca %35.06+0.8, C %48.41+4.9,Si
%14.26+£0.3 ,Bi %0.32+0.1,Al %1.50+0.1,Fe %0.43+0 iken 1. bolgedeki gibi K, Na,

Mg ve S e rastlanmamustir.

4.4.2. Angelus MTA+%0.1 GNP

Angelus MTA+%0.1 GNP’ye ait EDX analizi sonuglar1 Sekil 4.10 ve Tablo
4.16’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. Angelus MTA+%0.1 GNP ye ait SEM goriintiisiinden elde edilen EDX
grafikleri

Tablo 4.16. Angelus MTA+%0.1 GNP’ye ait EDX analizi sonuglari

Spektrum: 1. Bolge Spektrum: 2. Bolge
C Atom C Error C Atom C Error
[at.-%] [%] [at.-%] [%]
Ca 2469 £ 0.7 Ca 2322 + 06
C 65.65 =+ 4.8 C 67.76 =+ 47
Si 8.33 + 0.2 Si 8.33 + 0.2
Bi 0.48 + 0.1 Bi 0.41 + 0.1
Fe 0.32 + 0.0 Fe 0.27 + 0.0
Al 0.41 + 0.0 Al 0.42 + 00
Na 0.11 + 0.0 Na 0.05 + 0.0
Mg 0.00 + 0.0 K 0.01 + 0.0
K 0.00 + 0.0 Mg 0.00 + 0.0
S 0.00 + 0.0 S 0.00 + 0.0
Toplam 100.00 Toplam 100.00

Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.
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Angelus MTA +%0.1 GNP EDX analizine gore; 1.bolgede Ca %24,69+0.7, C
%65.65+4.8, Si %8.33+0.2, Bi %0.48+0.1, Fe % 0.32+0.0, Al %0.41+0.0, Na 0.11 +0.0
bulunurken Mg, K, S ye ise rastlanmamistir. 2.bolgede ise Ca %23.22+0.6, C
%67.76+4.7, Si %8.33+0.2, Bi %0.41+0.1, Fe %0.27+0.0, Al %0.42+0.0, Na
%0.05+0.0, K %0.01+0.0 bulunurken Mg ve S ye rastlanmamustir.

4.4.3 Angelus MTA +%00.3 GNP

Angelus MTA+%0.3 GNP’ye ait EDX analizi sonuglar1 Sekil 4.11 ve Tablo
4.17°de gosterilmektedir.

c
Fe Bi 5 Fe - Bi
o s K Fe Bi K Na s K Fe Bi

Sekil 4.11. Angelus MTA+%0.3GNP ye ait SEM goriintiisiinden elde edilen EDX
grafikleri

72



Tablo 4.17. Angelus MTA+%0.3 GNP’ye ait EDX analizi sonuglari

Spektrum: 1. Bolge

Spektrum: 2. Bolge

Ca
C
Si
Bi
Fe
Al
Na
K
Mg
S

Toplam:

C Atom
[at.-%]
22.51
69.60
6.76
0.39
0.28
0.37
0.09
0.00
0.00
0.00
100.00

H K K K K K K K H K

C Error

[%]

0.7 Ca
4.6 C

0.2 Si

0.1 Bi

0.0 Fe
0.0 Al
0.0 Na
0.0 Mg
0.0

0.0 S

Toplam:

C Atom
[at.-%]
23.16
67.95
7.62
0.42
0.30
0.39
0.15
0.01
0.00
0.00
100.00

H W K H K K K K KW

C Error
[%]
0.7
4.7
0.2
0.1
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.

Angelus MTA +%0.3 GNP EDX analizine gore; 1.bolgede %22.51+0.7 Ca,
%69.60+4.6 C, %6.76+0.2 Si, %0.39+0.1 Bi, %0.28+0.0 Fe, %0.37+0.0 Al, %0.09+0.0
Na bulunurken K, Mg ve S e rastlanmamistir. 2. bolgede ise %23.26+0.7 Ca,
%67.95+4.7 C, %7.62+0.2 Si, %0.42+0.1 Bi, %0.30+0.0 Fe, %0.39+0.0 Al, %0.15+0.0

Na bulunurken Mg, K ve S e rastlanmamagtir.

4.4.4. Dycal

Dycal’a ait EDX analizi sonuglar1 Sekil 4.12 ve Tablo 4.18’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. Dycal’ ait SEM goriintiilerinden elde edilen EDX grafigi

Tablo 4.18. Dycal’a ait EDX analizi sonuglari

Spektrum: 1. Bolge Spektrum: 2. Bolge
C Atom C Error C Atom C Error
[at.-%)] [%] [at.-%)] [%]
@ 68.75 + 43 @ 7583 =+ 5.0
Ca 2052 + 08 Ca 1580 + 0.7
w 271 £ 09 w 193 =+ 0.7
Zn 6.14 + 05 Zn 506 + 0.4
Ti 188 + 0.1 Ti 138 + 0.1
Total: 100.00 Total: 100.00

Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.
Dycal EDX analizine gore; 1.bolgede %68.75+4.3 C, %20.52+0.8 Ca,
%2.71£0.9 W, %6.14+0.5 Zn,%1.88+0.1 Ti bulunmustur. 2 bolgede ise % 75.83+5.0 C,

%15.80 +0.7Ca, %1.93+0.7 W, %5.06+0.4 Zn, %1.38+0.1 Ti bulunmustur.
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4.5. Tanecik Boyutu

Sem goriintiilerinden elde edilen tanecik boyutu sonuglari i¢in gruplar arasinda
anlaml farklilik bulunmus (p =0.001) ve buna iligskin tanimlayici istatistikler Tablo
4.19’da ozetlenmistir. Coklu karsilastirmalar ise Tablo 4.20 ‘de gosterilmistir. Tane
boyutlart istatistiksel analizine gore biitiin gruplar arasinda ¢ok yiiksek oranda anlaml
farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Angelus MTA’ya GNP ilavesi tane boyutunu
kiigtiltmtstir (Tablo 4.19). Dycal‘in ise SEM goriintiilerinde tanecikler net

goriintiilenemedigi i¢in tanecik boyutu ol¢lilememistir.

Tablo 4.19. Orneklerden elde edilen tanecik boyutu degerleri

Angelus MTA 164 0.93 £0.86
Angelus MTA + %0.1 Gnp 154 0.52+0.35 0.001*
Angelus MTA + %0.3 Gnp 153 0.39+0.26

Veriler ortalama =+ standart sapma ile verilmistir.

*Kruskal Wallis test

Tablo 4.20. Tane boyutlari istatistiksel analizi

; Istatistiksel
Ikili Karsilastirmalar Conover test istatistigi  p degeri
anlamhhk
Angelus MTA- Angelus
8.011 <0.001 Evet
MTA+%0.1 GNP
Angelus MTA-Angelus
12.807 <0.001 Evet
MTA+%0.3 GNP
Angelus MTA+%0.1 GNP-
4.749 <0.001 Evet

Angelus MTA+%0.3 GNP

4.5.1. Angelus MTA Tanecik Boyutu

Angelus MTA ‘nin tane boyutu 0.93+0.86 arasinda degismektedir.Ancak %34

civarinda tanecik 0.5-1 mikrometre olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Angelus MTAya ait tanecik biiyiikliigii grafigi ve SEM goriintiisii

4.5.2. Angelus MTA %0.1 GNP Tanecik Boyutu:

Angelus MTA+%0.1 GNP’nin tane boyutu ortalama 0.52+0.35 mikrometre
arasinda degismektedir. Ancak % 60 civarinda tanecik 0.2-0.5 mikrometre olarak

gozlemlenmistir (Sekil 4.14).

50

i
0 AN T iﬁ fss
00 05 10 15 20

Tane Buyuklugd (um)

Sekil 4.14. Angelus MTA % 0.1 GNP’ye ait tanecik biiyiikligii grafigi ve SEM

goruntuisu
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4.5.3. Angelus MTA%0.3 GNP Tanecik Boyutu

Angelus MTA+%0.3 GNP’nin tane boyutu 0.39+£0.26 mikrometre arasinda
degismektedir. Ancak %46 civarinda tane boyutu 0.2-0.4  mikrometre olarak
gbzlemlenmistir (Sekil 4.15).

(=2 B |
o o

Sayim (%)
& o
S S
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10— |
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00 02 04 06 08 10 12 14
Tane Biiykligii (um)

Sekil 4.15. Angelus MTA+%0.3 GNP ye ait tanecik boyutu ve SEM goriintiisii

4.6. X Isim1 Kirinim Yontemi ( XRD) Analizi Sonuclari

XRD analizi sonuglart Sekil 4.16 te goriilmektedir. Angelus MTA’ya ait faz
analiz grafigi Sekil 4.15’te ve Dycal‘a ait faz analiz grafigi ise Sekil 4.16’da
gosterilmektedir. NC 0 Angelus MTA, NC 1 Angelus Mta+%0.1 GNP, NC 2 Angelus
MTA+%0.3 GNP, NC 3 ise Dycal olarak kodlanmistir. Sekil 4.16 incelendiginde NC 1
olarak kodlanan Angelus MTA+%0.1 GNP ve NC 2 olarak kodlanan Angelus MTA
+%0.3 GNP ‘nin XRD analizinde vermis oldugu piklerin NC 0 olarak kodlanan
Angelus MTA ile benzer oldugu goézlemlenmistir. Calismamizda GNP ilavesi XRD
grafiginde belirgin bir pik olusturmamastir.
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Sekil 4.16. Angelus MTA(NC 0), Angelus MTA +%0.1 GNP (NC 1), Angelus MTA

+%0.3 GNP (NC 2),Dycal (NC 3) kirnim desenleri

Angelus MTA ve Dycal materyalleri bilinen materyallerdir. Angelus MTA nin
XRD kirinim deseni incelendiginde piklerin trikalsiyum slikat, kalsiyum magnezyum
alimliinyum oksit slikat, potasyum bizmut oksit, slikon oksitten kaynaklandigi
bulunmustur ( Sekil 4.17). Dycal materyaline ait XRD kirinim deseni incelendiginden
ise piklerin kalsiyum tungstat, ¢inko oksit, demir titanyum oksit, kalsiyum demir
oksitten kaynaklandigi goriilmistiir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. NC 0 olarak kodlanan Angelus MTA faz analizi
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Sekil 4.18. NC 3 olarak kodlanan Dycal materyalinin faz analizi

4.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR) Analizi

Sonuclarn

FTIR analizi grafigi Sekil 4.19’da gosterilmektedir. NC 0 Angelus MTA, NC 1
Angelus Mta+%0.1 GNP, NC 2 Angelus MTA+%0.3 GNP, NC 3 ise Dycal olarak
kodlanmustir. Grafik incelendiginde NC 0 Angelus MTA, NC 1 Angelus Mta +%0.1
GNP, NC 2 Angelus MTA +%0.3 GNP ‘nin FTIR analizinde benzer pikler yaptig1 ve

GNP ilavesinin belirgin bir fark yaratmadigi gortilmiistiir.

FTIR sonuglarma gore Angelus MTA o isareti ile gosterilen 810 cm™
civarindaki pik Si-C (277) ,* isareti ile gdsterilen 876cm™ civarina denk gelen pik ise
kalsiyum slikat, x isareti ile gosterilen ve 1416cm™, @ isareti ile gosterilen ve 1460cm™
civarina denk gelen gelen pikler ise kalsiyum karbonat, « isareti ile gosterilen 3543cm™
civart OH ‘dan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.19) (278).

NC3 kodlu 6rnek Dycal’a (Ca(OH)2) karsilik gelmektedir ve ¢ isareti ile

gosterilen ve 1156cm™

civarina denk gelen pik CO-O, n isareti ile gosterilen ve
1464cm™? civarindaki pik Ca(OH),, & isareti ile gosterilen ve 1654cm™ civarindaki pik
C=C, v isereti ile gosterilen 3648 cm™ civarindaki pik OH‘dan kaynaklanmaktadir

(Sekil 4.19) (279).
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Sekil 4.19. Orneklerin FTIR analizi sonuglari
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5. TARTISMA

Direkt pulpa kuafaji, hem koruyucu bariyer (33, 280, 281) olusumu hem de vital
pulpanin korunmasini saglamak i¢in, bir dis materyalinin ekspoz alana yerlestirilmesini
igeren bir tedavidir (282, 283). Pulpanin 6liimiinii 6nlemek i¢in direkt pulpa kuafaji

veya pulpotomi tedavisi uygulanir (284).

Klinik tedavide direkt pulpa kuafaji i¢in en sik kullanilan materyal, 1921'de dis
hekimligi meslegine tanitilan ve birka¢ yil boyunca direkt pulpa kuafajinin “altin
standardi” olarak kabul edilen Ca(OH).’tir (5, 285). Bu ajanin kullanildigi vakalarda
pulpanin uzun yillar saglikli kaldigi klinik olarak izlenebilir. Bununla birlikte, Ca(OH),
pulpa kuafaj isleminden sonra pulpada ylizey iltihabi1 ve nekroz dahil bazi belirgin
dezavantajlar sergiler. Bunlar; dentin kopriisiinde tiinel defektlerinin  varligs,
mikrosizintt nedeniyle tekrarlayan enfeksiyonlara karsi pulpaya hermetik bir
sizdirmazlik saglayamamasi, oral sivilarda yiliksek ¢oziiniirliik, adezyon eksikligi ve
zamanla bozulmadir (7, 19, 129, 286, 287). Ek olarak Ca(OH)2'in sadece kuru bir
ortamda sertlesmesi ve zamanla ¢oziinme gostermesi gibi dezavantajlart da vardir (7).
Ayrica, tersiyer dentin olusumu, materyalin biyoindiikleyici kapasitesine bagli olarak
degil, Ca(OH).’in irrite edici dogas1 ile indiiklenen pulpa tarafindan bir savunma
mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir (288, 289). Ca(OH).’in yiiksek pH (12.5)1
pulpada nekrotik bir tabaka olusumu ile pulpada likefaksiyon (sivilasma) nekrozuna

sebep olmaktadir (290).

Belirtilen dezavantajlarin bir sonucu olarak, son 20 yilda, Ca(OH)2’e alternatif
olarak bir dizi yeni materyal test edilmistir. Son zamanlarda, radyopasite i¢in
trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aliiminat ve bizmut oksitten olusan
mineral trioksit agregat (MTA), Ca(OH)2 igin popiiler bir alternatif haline gelmistir
(291). Histolojik calismalar ve in vitro ¢alismalar MTA'nin kimyasal ve fiziksel
ozellikleri, antibakteriyel etkinligi, biyouyumluluk ve sizdirmazlik 6zellikleri ile ilgili

olumlu sonuglar bildirmistir (186, 292, 293).

Yapilan bir¢cok calisma MTA ‘nin Ca(OH)2’e gore kuafaj basarisin1 daha yiiksek
bulmustur (294-296). Ancak iki materyalin benzer basari gosterdigi ¢alismalar da
mevcuttur (297-299).
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Giliniimiizde pulpanin fizyolojisi ile ilgili bilgilerin ilerlemesi ile pulpanin
iyilesmesi icin gerekli kosullar daha iyi anlasilmaktadir. Basarili bir direkt kuafaj
Ozelligini karakterize eden kriterler, arastirmalar arasinda farklilik gosterir. Dis
semptomlardan arinmigsa, duyarlilik testlerine yeterince tepki veriyorsa ve normal bir
radyografik goriiniime sahipse, pulpa kuafajinin klinik olarak basarilt oldugu genellikle
kabul edilir. Bununla birlikte, pulpa kuafaji ile tedavi edilen dislerde uzun siireli
prognozun degerlendirilmesi igin klinik kriterler yetersizdir. Iyilesmenin zorlastig
dislerde klinik olarak tan1 koymak imkansizdir. Bu nedenle, pulpa kuafaji sonuglarinin

kritik degerlendirmesi ancak histolojik olarak yapilabilir (300).

Angelus MTA (Angelus, Londrina, PR, Brezilya) biyoaktif, biyouyumlu ve
kendiliginden sertlesen hidrofilik kalsiyum silikat simandir (186, 292, 301). Direkt
pulpa kuafajinda basariyla kullanilmaktadir (10, 153). Bizim c¢alismamizda da bu
avantajlarindan dolay1 Angelus MTA kullanilmistir.

Grafen bazli materyaller, kok hiicrelerin osteojenik kokenlere adezyonu,
cogalmas1 ve farklilagmasi i¢in bir ortam saglayabilen yeni nesil biyolojik olarak aktif
nano-materyaller olarak Onerilmistir (302). Farkli karbon allotroplari arasinda grafen,
biyomedikal bilimlerde ve biyoteknolojide uygulanmaya baslanan yeni ve potansiyel
olarak faydali bir nano-materyaldir. Grafen materyalleri, biyosensorler, doku
mithendisligi gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalar igin aragtirilmistir (303). Grafen,
istisnai elektron taginimi, fizikokimyasal ve mekanik 6zellikleri ve yiiksek ylizey alani
nedeniyle muazzam bir bilimsel ilgi konusu olarak ortaya ¢ikmistir. Test edilen hiicre
tiplerinden, hiicrelerin, grafen filmlerde kiiltiirlendiginde, hiicrelerin bir SiO2 substrati

tizerinde kiiltiirlendiginden daha iyi adezyon sagladigi ve cogaldigi tespit edilmistir
(304).

Grafen ve kimyasal tiirevlerinin kemik rejenerasyonu ig¢in kullanilan
materyallere dahil edilmesi, hem biyomineralizasyonu hem de hiicresel osteojenik
farklilasmay1 uyararak osteokondiiktiviteyi artirabilir. Ornegin, grafen ve bir grafen
tiirevi olan grafen oksitle karistirtlmis kalsiyum karbonat (CaCQO)3 gibi biyo-mineraller

biyo-mineralizasyonu artirabilir (305).

Baz1 calismalar, karbon bazli materyallerin eklenmesiyle kalsiyum slikat
simanlarin mekanik 6zelliklerinin ve hiicre uyumlulugunun 6nemli Sl¢iide gelistigini

gostermistir (306-308). Hem grafenin osteojenik farklilagsmay1 indiiklemesi hem de bir
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kalsiyum slikat siman olan Angelus MTA nin 6zelliklerini gelistirebilmek amaciyla biz
de kullandigimiz Angelus MTA’ya %0.1 ve %0.3 oranlarinda GNP ekleyerek deneysel

olarak kuafaj materyalleri gelistirdik.

Grafen kullanimiyla 1ilgili dis hekimliginde ¢ok fazla arastirmaya
rastlanmamaktadir. Ancak insan dis pulpasi kok hiicreleri (DPSC) kullanilarak yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Seonwoo ve ark. (309) DPSC’yi farklilastirilarak nérojenik
hastaliklarda kullanilabilme ihtimali iizerine bir calisma yapmustir. Elektrospun
nanofiberler (NF'ler) norojenik farklilasma yetenekleri olan materyallerdir. Bu
calismada, rGO (indirgenmis grafen oksit) polikaprolakton (PCL) hibrit elektrospun
NF'leri gelistirilmis ve DPSC'lerin ndrojenezi i¢in uygulanmistir. Bulgulara gore, rGO-
PCL-NF'leri DPSC noérojenezini arttirmis ve norodejeneratif ve norodefektif
hastaliklarda rejenerasyona yardimei olacak yararl bir ara¢ olabilecegini gostermistir.
Yapilan baska bir ¢alismada (226) ise DPSC, grafen ve cam iyonomer iizerine
ekilmistir. Hiicreler, 28 giin boyunca kiiltiir ortaminda tutulmustur. DPSC'nin tiim
substratlardaki mineralizasyonu ve farklilagsmas1 14 ve 28 giin sonra alizarin kirmizisi
ile boyama, qPCR, immiinofloresan ve FACS yontemleri ile degerlendirilmistir. 14 ve
28 giin sonra grafen cam iyonomere kiyasla daha yiiksek seviyelerde mineralizasyona
neden olmustur. Grafen, osteojenik olup, osteogenez igin kimyasal indiikleyici
kullanilmadan DPSC'nin odontoblastik olmayan farklilasmasini indiiklemistir. Bu iki
calismada grafen tiirevi materyallerin dental pulpa kok hiicrelerinin ndrojenezini
arttirdigi ve mineralizasyon kabiliyeti oldugunu gostermis olup grafen tiirevlerinin
potansiyel bir kuafaj ajani olarak kullanilabilme ihtimalini disiindiirmiistiir. Bizim
calismamizda GNP ile gelistirilmis deneysel kuafaj ajanlarmin sitotoksisitesi

degerlendirilmistir.

Gilinlimiizde kullanilmakta olan kuafaj materyallerinin bazi1 dezavantajlarindan
dolay1 kuafaj tedavilerinde basari saglanamayan durumlar meydana gelebilmektedir.
Ideal bir pulpa kuafaj materyali dise yeterli adezyon gostermeli, diisiik sizdirmazlik
saglamali, doku sivilarinda ¢6ziinmemeli, boyutsal olarak stabil kalmali, toksik
olmamali, kanserojen olmamali, biyolojik olarak uygunluk ve biyoaktivite
sergilemelidir. Ne yazik ki su anda mevcut olan biyomateryallerin higbiri ideal bir vital

pulpa tedavisinin tiim gereksinimlerini kargilayamamistir (310).

Aragtirmamizda doku miihendisliginde ve hayvan caligmalarinda sinirli sayida

calismada denenmis ve basarili sonuglar elde edilmis olan grafen materyalinin bir tiirevi
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olan GNP (grafen nanoplatalet), kuafaj tedavisinde kullanilan Angelus MTA ile
karistirilarak  deneysel kuafaj materyali olusturulmustur. Elde edilen materyal
orneklerinin biyolojik etkileri gilincel deney yontemlerinden olan hiicre kiiltiiri
caligmalar1 ile in vitro olarak test edilmistir. Yapilan diger in vitro deneylerle de
MTA’ya ek materyaller katildiginda fiziksel ve mekaniksel olarak nasil etkilendigi test
edilmistir. Ciinkii pulpa kuafajinda kulanilan materyallerin fiziksel ve mekaniksel

olarak da uygunlugu kuafajin basarisini etkilemektedir.

5.1. MTT Bulgularimin Tartisilmasi

Biyouyumluluk, belirli klinik prosediirler i¢in materyal segerken en Onemli
gereksinimlerden biridir. In vitro biyouyumluluk testleri, belirli materyallere maruz
kaldiginda, dokunun biyolojik reaksiyonunu degerlendirir. In vitro ¢alismalardan
beklenenler; diisiikk maliyetli olmasi, kontrollii deneysel kosullar saglayarak ve hayvan
veya klinik calismalar yaparken beklenmedik sonuglari onleyerek yeni materyallere
dokununun verdigi tepkinin hizli bir sekilde anlasilmasini saglamaktir (311, 312). Hiicre
kiiltiirli, dental materyallerin biyouyumlulugunu gézden gecirmek i¢in en ¢ok kullanilan
biyolojik sistemlerdir (313). Ancak in vitro ortamin, organizmada bulunan immiin
sistem, inflamatuar sistem ve dolasim sistemi gibi karmasik koordinasyon
mekanizmalarina sahip olamamasi nedeniyle in vivo ortami simiile edememe gibi

dezavantaji vardir (312, 314).

Kok hiicreler, insan viicudundaki cesitli doku ve organlarin kendi kendine
onarimi i¢in Ozel tiirlere farklilasma yetenekleri ile ayirt edilebilen benzersiz bir hiicre
smifidir (315). Bazi ¢alismalar, diseti fibroblastlarinin, odontoblast, endotel hiicreleri
ve immiin hiicreler ile ayni sekilde gesitli uyaranlara cevap olarak bir¢ok tipte sitokin
salgilayabilecegini gostermistir (316, 317). Bizim ¢alismamizda bu nedenle gingival

fibroblast hiicreleri kullanilmistir.

Sitotoksisite, MTT bazl1 bir kolorimetrik analiz kullanilarak belirlenebilir. Bu
analiz, sadece sitotoksisite, proliferasyon veya aktivasyon oOl¢iimiine izin veren canli
hiicreleri tespit eder (318). Bizim ¢alismamizda da Angelus MTA, Angelus MTA+%0.1
GNP, Angelus MTA+%0.3 GNP ve Dycal materyallerinin biyouyumlulugunun

degerlendirilmesinde MTT analiz yontemi kullanilmistir.

Pulpa kuafaj materyalleri uzun siire pulpa dokusu ile dogrudan temas halinde

olacagindan, bu materyallerin biyouyumluluklar1 6zel bir 6neme sahiptir. Dental
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materyallerin biyouyumlulugunun belirlenmesi i¢in birka¢ yontem Onerilmistir; ancak
in vitro hiicresel reaksiyonlarin analizi genellikle ilk yaklasim olarak kabul edilmektedir
(312). Bu yaklasim bir materyalin temel biyolojik karakterizasyonunun ve materyalin
etkilesimde oldugu hiicresel mekanizmanin analizine izin verir (319). Pulpa kuafaj
materyalleri, ekspoze olan minimal dokuyu kaplayarak pulpa dokusu canliligin
koruyan bir bariyer gorevi gormelidir. Bu nedenle, kullanilan materyal uygun bir
konakg¢1 tepkisi saglamalidir. Bu; materyallerle temas eden dokularin herhangi bir
toksik, tahris edici, enflamatuar, alerjik, genotoksik veya kanserojen eylem

gostermemesi anlamina gelmektedir (320).

Yaptigimiz calismada MTT analizi 24 ve 72 saatlik olarak degerlendirilmistir.
Angelus MTA‘ya % 0.1 ve % 0.3 oranlarda eklenen GNP materyali doza bagl olarak
artan sitotoksisite gostermistir. 24 ve 72 saatlik MTT analizinde Angelus MTA ve
Angelus MTA+%0.1 GNP gruplar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik
gozlemlenmemis; ancak hiicre canlilifi azalmistir (p>0.05). Angelus MTA+%0.3 GNP
grubunda ise 24 saat ve 72 saatlik MTT analizinde kontrol grubu ile anlamli farklilik
bulunmustur (p<0.05). Dycal grubunda ise 24 saatlik incelemede (p=0.001) ve 72
saatlik incelemede (p=0.002) kontrol grubuyla arasinda yiiksek diizeyde anlamli
farklilik bulunmustur.

Dycal, materyalin yiiksek alkali pH'indan dolay: toksisite gostermektedir. Daha
once yapilmis pek ¢ok caligmada da Dycal’in topikal pulpa nekrozuna sebep oldugu
belirtilmistir (14, 321-323). Poggio ve ark (324) ’nin yaptiklar1 bir ¢galismada MDPC-
23 (fare odontoblast hiicre hatt1) tizerinde Dycal, Calcicur, Calcimol LC, Theracal LC,
ProRoot MTA ve Angelus MTA’nin 72 saatlik MTT analizi degerlendirilmistir.
ProRoot MTA, Angelus MTA ve Biodentine’in kontrol grubuyla arasinda anlamli fark
bulunamamaistir. Diger materyallerde ise canlilik yiizdesinde daha diisiik degerler elde
edilmistir; 6zellikle Calcimol L ve TheraCal LC’nin canlilik orani, Calcicur'dan daha
diisiik bulunmus en toksik materyal ise Dycal olmustur. Bu ¢alismayla benzer sekilde
bizim ¢aligmamizda da Dycal materyalinde canlilik oran1 diger ¢aligma gruplarina gore
diisiik diizeyde bulunurken Angelus MTA nin canlilik orani yiiksek bulunmustur. Bu
calismanin sonuglar1 Dycal materyalinin Angelus MTA’ya oranla daha toksik ciktigi

bizim ¢aligsmamizla benzerdir.

Hirschman ve ark (325)’nin yaptig1 bir ¢alismada; Angelus MTA, Endosequence
(ERRM), Dycal, ve Ultra-blend Plus (UBP)’in insan dermal fibroblastlari {izerindeki
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sitotoksisitesi 2, 5 ve 8. glinlerde MTT analizi ile degerlendirilmistir. Dycal, test edilen
tiim araliklarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda sitotoksisitede istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gostermistir. Angelus MTA, ERRM ve UBP'in tiim diliisyonlarina
maruz kalan kiltlirlerin hiicre canliligi, 2 ve 5. giinde negatif kontrol grubuyla
istatistiksel olarak benzer bulunmus; ancak tiim materyallerin 8 giinliik ¢éziiniir tirtinleri
kontrol grubundan 6nemli 6l¢iide daha sitotoksik ¢ikmistir. Bizim ¢alismamizda da bu
calismaya benzer sekilde Dycal materyali Angelus MTA’ya oranla daha fazla toksisite

gostermistir.

Silva ve ark. (326) Ca(OH)2, EndoBinder ve Angelus MTA materyallerinin 3T3
fibroblastlari tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemis ve Ca(OH)2’in diger materyallere
gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica Angelus MTA’ nin
sitotoksisite gdstermedigi belirlenmistir. Bu c¢alismanin sonuclari Dycal materyalinin

Angelus MTAya oranla daha toksik ¢iktig1 bizim ¢alismamizla benzerdir.

Menezes ve ark. (327) Balb/c 3T3 fibroblast hiicre hattin1 kullanarak yaptigi
calismada Buckley’s formokrezol, Ca(OH)2, % 15,5 ferrik siilfat ve Angelus MTA ‘nin
sitotoksisitesi degerlendirmistir. Materyallerin gosterdigi toksisite degerleri Buckley’s
formokrezol > ferrik siilfat > Ca(OH).>Angelus MTA seklinde siralanmis ve Ca(OH):
in, Angelus MTA'dan yaklasik 10 kat daha toksik oldugu ortaya g¢ikmistir. Bu
calismanin sonuglari Dycal materyalinin Angelus MTA’ya oranla daha toksik ¢iktig1

bizim ¢alismamizla benzerdir.

Grafen ve grafen tiirevleriyle yapilmis calismalara bakildiginda, ¢aligmalardan
bazilarinda grafen biyouyumlu bulunurken bazilarinda ise sitotoksik etki gdstermistir.
Agarwal ve ark.’min (328) yaptiklari bir ¢alismada grafen tiirevlerinden olan rGO
(indirgenmis grafen oksit) kullanilmistir. rGO’nun insan fetal osteoblast (hFOB)
hiicreleri, insan oligodendroglia hiicreleri (HOG) ve sigan feokromositoma

(noroendokrin hiicre, PC12) hiicreleri ile biyouyumlu oldugu tespit edilmistir.

Kalsiyum silikat (CaSiOs3,CS) osteoblast benzeri hiicrelerin miikemmel sekilde
baglanmasin1 ve ¢ogalmasini saglayan ve apatit olusumunu destekleyen yeni bir
biyomateryaldir ve sert doku onarimi igin biyouyumludur (329). Mehrali ve ark. 'nin
(307) yaptig1 bir ¢alismada kalsiyum slikat (CaSiO3) materyaline rGO (indirgenmis
grafen oksit) %0.25, %0.5, %0.75, %1 ve % 1.5 oranlarinda katilmistir. Insan osteoblast

hiicrelerinde 1, 3 ve 5. giinlerde yapilan MTT testine gore hiicre sayist artan rGO

86



konsantrasyonuyla birlikte énemli 6lgiide artmistir. Ozellikle %1 ve % 1.5 rGO ilave
edilmis orneklerde 3 ve 5. giinlerde hiicre sayis1 diger orneklere nazaran daha fazla
artmistir. Mehrali ve ark ‘nin (330) yaptig1 benzer baska bir ¢alismada kalsiyum slikata
agirlikca % 0.5, 1, 1.5 ve 2 GNP katilmistir ve insan fetal osteoblastik hiicre hattinda
(hFOB) sitotoksisite (MTT) analizi yapilmistir. MTT sonuglari, agirlikca %1 GNP
tizerindeki hiicrelerin sayisinin, saf kalsiyum slikat ve agirlikga % 0.5, %1.5 ve %2
GNP'ye gore daha yiiksek oldugunu gostermis; ancak tiim konsantrasyonlarda GNP,
hFOB hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasi yoniinde etki gostermistir. Bizim ¢alismamizda
da kalsiyum slikat esasl1 bir materyal olan Angelus MTAya bir grafen tiirevi olan GNP
katilmis ve kullanilan materyaller agisindan Mehrali ve ark.’nin yaptig1 iki ¢aligmayla
da benzerlik gdstermektedir. Ancak bizim ¢alismamizda GNP miktar arttikca toksisite
oraninin arttigl gézlemlenmistir. Bu yoniiyle bizim ¢alismamizla Mehrali ve ark.(307,

330)’nin yaptig1 ¢alismanin sonuglari ¢elismektedir.

Biyouyumlu ve diisiik sitotoksik nano-materyal olarak, grafen doku miihendisligi
alaninda biiytik ilgi gérmiistiir. Bununla birlikte, dental kok hiicrelerin grafen iizerindeki
davranigt hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Zhou ve ark (331).’nin yaptigi bir
caligmada periodontal ligament kok hiicreleri kullanilmistir. NA-Ti (sodyum-titanyum)
ve GO-Ti (grafen oksit-titanyum) orneklerinin peridontal ligament kok hiicreleri
(PDLSC) iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirilmisir. 1. giinde, GO-Ti
ve Na-Ti substratlarinda kiiltiirlenen PDLSC'ler arasinda hiicre ¢ogalmasinda anlamli
bir farklilik bulunamamis; ancak 3, 5, 7 ve 10. glinden sonra, GO-Ti iizerindeki
PDLSC'lerin Na-T'dekilerden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oranda ¢ogaldig1 goriilmiistiir.
Bu calismanin sonuglari da Angelus MTA’ya GNP ilavesinin hiicre canliligini azalttigi

sonucuna ulastigimiz bizim ¢alismamiz ile ¢elismektedir.

Son arastirmalar, grafen ve tiirevlerinin sitotoksisitesinin, sekilleri, biiyiikliikleri,
dagilabilirlikleri ve yiizey islevselligi gibi bircok parametreden etkilendigini
bildirmistir. Karbon bazli nano-materyallerin sitotoksisitesi oksidatif stres ve hiicre zari
hasari ile agiklanir (332, 333). Spesifik olarak, yiizlerce nm biiyiikliigiine ve yaklagik
0.8 nm kalinliga sahip olan grafen nanosheetlerin (GNP), hidrofobik 6karyotik hiicresel
plazma zar1 ile giicli hidrofobik etkilesimi nedeniyle konsantrasyona bagli bir
sitotoksisiteyi indiikleyebildikleri gosterilmistir (334). Ayrica, hiicresel plazma zari
tizerinde GNP’lerin birikmesi, hiicre i¢i redoks dengesi de dahil olmak iizere cesitli

hiicre i¢i olaylarin dengesinin bozulmasina yol agan iyon kanallarmmin ve besin
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alimlarinin bloke olmasina neden olabilir. Sonunda, programlanmis hiicre Sliimiiyle
sonuglanan 6nemli hiicre i¢i oksidatif stres ortaya ¢ikarabilir (335). Bizim ¢aligmamizda
da GNP ilavesinin doza bagl olarak sitotoksite olusturdugu ve oksidatif stresi arttirdigi

gozlemlenmistir.

Park ve ark.’nin (336) in vivo ve in vitro olarak grafen nanoplateletlerin (GNP)
toksisitesini arastirdiklart c¢alismalarinda; GNP’ler 2.5, 5, 10, ve 20 pg/mL’lik
oranlarda in vitro olarak insan bronsial epitelyal hiicre hattina uygulanmistir. MTT
sonuclarina gore doza bagli olarak 24 saat ve 72 saatlik degerlendirmede
sitotoksisitenin arttig1 gdzlemlenmistir. Bu ¢alisma Angelus MTA’ya GNP ilavesinin

doza bagli olarak toksik etki yarattig1 bizim ¢alismamizla benzer 6zellik gostermistir.

GO'nun (grafen oksit) hMSC'ler (insan mezenkimal stromal hiicreleri) lizerindeki
konsantrasyona bagl sitotoksisitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada HMSC'lerin 0,1
mg/mL'den diigilk bir konsantrasyonda GO’e maruz birakildiginda, herhangi bir
sitotoksisite belirtisi gdstermedigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, GO'nun hMSC'ler i¢in
0.1 mg/mL'den daha yiiksek bir konsantrasyonda sitotoksik oldugu gozlenmistir (337).
Bizim calismamizda da doza bagimli olarak 9%0.3 GNP ilavesi %0.1 GNP ilavesine

gore daha sitotoksik bulunmustur.

Yapilan bagka ¢alismalarda ise, konsantrasyon etkisine ek olarak, grafen nano
materyallerin kok hiicreler izerindeki maruz kalma siireleriyle birlikte, sekillerinin ve
boyutlarinin ortaya ¢ikardig: sitotoksik ve genotoksik etkiler incelenmistir (338, 339).
Akhavan ve ark.’nmin yaptig1 ¢aligmada bir saatten kisa bir maruz kalma siiresinden
sonra, 1,0 pg/mL'lik diisiik konsantrasyonda bile, kiiciik rGO nanoplateletleri,
hMSC'lerin (insan mezenkimal kok hiicre) tahrip olmasina ve yiiksek oksidatif stres ve
hiicre zari1 hasarinin da ortaya ¢ikarmasina neden olmustur Aksine, biiylik rGO
tabakalarinin sitotoksisitesi sadece > 100 pg/mL yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun
siire maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikmustir (338). Insan kok hiicreleri iizerindeki
grafen nano-materyallerin  sekline bagli  sitotoksisitesi, tek katmanli GO
nanoribbonlarin ayni kosullar altinda rGO sheetten c¢ok daha yiiksek bir hiicre
tahribatina neden oldugu bir ¢alismada gosterilmistir (339). Ilging bir sekilde, 10-100
nm arasinda degisen boyutlarda saf grafen nano-materyallerin, kiigiik boyutlarindan ve
etkilesimlerini takiben hiicreler tarafindan igsellestirilmesinden dolayr sitotoksisiteyi
indiikledikleri rapor edilirken, 10-100 um biyiikliigiinde yeterince biiyliik grafen

tabakalarmin, hiicrelerin ¢ogalmas1 i¢in substrat olarak kullanildiginda daha
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biyouyumlu olduklar1 bildirilmektedir (335). Ek olarak, eger hiicreler uzun siire
boyunca yiiksek konsantrasyonlarda grafen bazli nano-materyallere maruz kalmazlarsa,
olumsuz sitotoksik etki beklenmez (340). Bizim ¢alismamizda da 3 nm tane inceligi ve
1.5 wm biiyiikliige (cap) sahip oldukg¢a kiiciik boyutlarda GNP kullanilmis ve
sitototoksik etki gozlemlenmistir. Daha Onceki calismalarda da oldugu gibi kiiclik

boyutlu grafen kullanim1 bizim ¢alismamizda da sitotoksisiteyi arttirmis olabilir.

Bu tiir calismalar, mevcut dental materyaller arasinda en yiiksek biyolojik
uyumluluk derecesini gosterenleri bulmak icin tasarlandiklarindan dolay1 6nemlidir. Bu
in vitro caligma, test edilen dort materyalin biyouyumluluk etkilerinde Onemli
farkliliklar oldugunu bildirmistir. Ozellikle, Ca(OH), bazli olan Dycal en yiiksek
sitotoksik etkiyi gosterirken, GNP katkilanmis Angelus MTA‘da katkilama miktar
arttik¢a toksisite artmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular in vitro model sistemle

siirli oldugundan in vivo ¢alismalarla da desteklenmesi gerekmektedir.

5.2. Total Oksidan Kapasite (TOS) ve Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Bulgularinin Tartisiimasi

Oksidatif stres, hiicresel pro-oksidan/antioksidanlar dengede iken pro-oksidanlar
lehine herhangi bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir (341). Oksidasyon, hayati
fonksiyonlar icin enerji lireten hemen hemen tiim hiicrelerde esastir. Antioksidanlar,
serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 koyarak yapisal ve doku biitiinliiglinii korur.
Serbest radikallerin seviyeleri ile antioksidanlarin seviyeleri arasindaki dengesizliklerin,
bazi enflamatuar oral hastaliklarin baglangicinda ve gelisiminde dnemli bir rol oynadig:
One siirtilmiistiir (342, 343). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinden dolay1 olusan ve

organ, doku ve hiicrelerde oksidatif hasari tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (344).

Oksidatif stresi indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesinin karbon
nanotiiplerin ve bir grafen tiirevi olan grafen oksitin toksisitesine yol agan bir
mekanizma oldugu bulunmustur (345). Bu nedenle, hiicrelerin igindeki oksidatif stresin
kritik o6zelligi olan ROS fretimi, grafen bazli materyaller i¢in in vitro toksisitenin
O6nemli bir nedeni gibi goriinmektedir. ROS'un olusumu ve yok edilmesinin, hiicrelerin
icinde dinamik olarak dengelenmis oldugu ve bu denge bozuldugu takdirde, hiicre i¢i
protein inaktivasyonu, lipid peroksidasyonu, mitokondri fonksiyon bozuklugu ve
nihayetinde apoptoz veya nekrozu tetikleyebilecegi belirtilmistir (345). Biz de bu
nedenle ¢alismamizda Angelus MTA, Angelus MTA+%0.1 GNP, Angelus MTA+%0.3
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GNP ve Dycal materyallerinin gingival fibroblast hiicreleri tizerinde olusturdugu TAS
ve TOS degerlerini inceledik.

Bizim c¢alismamizda TAS ve TOS analizleri 24 saat ve 72 saat olarak
degerlendirilmistir. TOS analizinde en diistik total oksidan kapasite kontrol grubunda
tespit edilmistir. TOS 24 saatlik analizde ise Angelus MTA, Angelus MTA+%0.1 GNP
ve Angelus MTA+%0.3 GNP grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunamamis ancak total oksidan kapasite artmistir (p>0.05). En
yiiksek oksidan kapasite ise Dycal grubunda tespit edilmis kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel olarak yiliksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur (p=0.001). TOS 72
saatlik analizde ise Angelus MTA ve Angelus MTA+%0.1 GNP eklenen grupta total
oksidan kapasite artmis ancak kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamistir (p>0.05). Angelus MTA+%0.3 GNP grubunda ve Dycal grubunda
kontrol grubu ile istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur

(p=0.001).

TAS 24 saatlik analiz incelendiginde Angelus MTA ve Angelus MTA+%0.1
GNP ile kontrol gruplari arasina istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamus;
ancak antioksidan kapasitenin diistiigli goriilmistir (p>0.05). Angelus MTA+%0.3
GNP ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p=0.013). Dycal grubu
ile kontrol grubu arasinda ise yliksek diizeyde istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (p=0.001). TAS 72 saatlik analiz incelendiginde ise Angelus MTA ve
Angelus MTA+%0.1 GNP ile kontrol grubu arasina istatistiksel olarak anlaml farklilik
bulunamamaistir (p>0.05). Angelus MTA+%0.3 GNP ile kontrol grubu arasinda anlamli
farklilik bulunurken (p=0.028); Dycal grubu ile kontrol grubu arasinda ise yiiksek
diizeyde istatistikel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p=0.001).

Kuafaj materyal gruplarina baktigimizda en yiiksek antioksidan kapasite Angelus
MTA grubunda ve en diisiik antioksidan kapasite ise Dycal grubunda tespit edilmistir.
GNP eklenmis olan gruplar incelendiginde doza bagimli olarak antioksidan kapasitede
diisiis gozlemlenmektedir. TAS verileri MTT sonuglariyla korelasyon gostermekte olup;
antioksidan kapasite Angelus MTA’ya GNP eklenme miktar1 arttikca diismektedir.
Boylece hiicresel dayaniklilik azalmis, serbest radikallerin olusumu onlenememis ve

hiicresel harabiyetin gelismesine ve dolayisiyla da hiicresel 6liime yol agmustir.
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Pulpa kuafaj materyallerinin, TAS, TOS ve oksidatif stres Ol¢limii iizerine
yapilmis caligmalara litaratiirde ¢ok sik rastlanmamaktadir. Daha ¢ok periodontoloji
alaninda yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Ornegin Pendyala ve ark. (346) periodontal
hastalig1 olan ve olmayan Tip 2 diyabetik hastalarda tiikiiriiglin TAS degerlendirmesi ile
ilgili bir calisma yapmuslardir. Diyabet grubundaki tiikiirik TAS degeri saglikli
kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur. Istatistiksel
olarak, periodontitisli ~diyabetiklerin tiikiirik antioksidan kapasitelerinde ve
periodontitisli saghikli bireylerde antioksidan kapasitelerinde anlamli bir fark
bulunamamistir. Periodontal olarak saglikli bireyler, periodontitisli bireylere gore
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli olan daha yiiksek antioksidan seviyeleri ortaya
koymustur. Total antioksidan kapasite, periodontitisli ~diyabetik hastalarda
periodontitisli saglikli bireylere ve periodontal hastalii olmayan diyabetik hastalara
gore anlaml1 derecede diisiik bulunmustur. Oksidatif stresin periodontal doku yikiminda
ve birgcok hastaligin patolojik mekanizmalarinda O6nemli bir rol oynadig
diistiniilmektedir (347, 348). Oksidatif stresin kemik metabolizmasi ile de ilgisi
oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur (348). Bu nedenle pulpa kuafaj
uygulamalarindan beklenen sert doku olusumu ile de oksidatif stres arasinda baglanti
kurulabilir. Pulpal hiicrelerde oksidatif stresi arttiran materyal kullanimi sert doku
olusumunu inhibe edebilir. Pulpada hiperemi, inflamasyon ve nekroz gibi patalojik

durumlar olusturabilir.

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglara gore Dycal’in hiicreler tlizerindeki
oksidatif stresi arttirdigi yani oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine kaydigi bulunmustur. Angelus MTA’ya ise GNP katkilama miktar1 arttik¢a
oksidatif stresin yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu sonuclar MTT analizi ile de
desteklenmekte olup GNP ilavesinde katkilama miktar: arttik¢a hiicre canliliginin ve
TAS miktariin azaldigi, TOS miktarinin ise arttigi goriilmiis ve antioksidanlar-

oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine kaydigi anlagilmistir.

5.3. Mikrosertlik Bulgularimin Tartisiimasi

Bir materyalin girinti veya penetrasyona direnci sertlik olarak adlandirilir.
Sertligi 6l¢mek i¢in kullanilan yontemlerin ¢gogu, materyalin ylizeyinde belirlenmis bir
kuvvetle, kontrollii ve tekrar iiretilebilir bir sekilde bir ¢entik olusturmak ve bu ¢entigin

boyutunu 6lgmekten ibarettir (349). Bizim calismamizda da Angelus MTA, Angelus

91



MTA+%0.1 GNP, Angelus MTA+%0.3 GNP ve Dycal materyallerinin mikrosertlik
derecelerinin Ol¢iilmesinde ve birbirleri ile karsilastirilmasinda Vickers sertlik testi

kullanilmustir.

Yiizey mikro sertligi, materyalin ylizey mukavemetinin bir gostergesidir (159).
Materyallerin mikrosertligi basing, ¢ekme ve egilme dayanimu ile ilgilidir (155). Ayrica
mikrosertlik, ortamin pH’indan, materyalin kalinligindan, uygulama sirasindaki
kondansasyon basincindan, karigsan hava miktarindan, nemden, materyalin asitle
piiriizlendirilmesinden ve 1s1 gibi faktorlerden etkilenebilmektedir (186). Calismamizda
materyallerin karistirma ve sertlestirme kosullari standardize edilmistir. Angelus MTA
ve GNP katkilanmis 6rnekler 4mm cap ve 2mm yiiksekliginde silindirik teflon kaliplara
yerlestirilerek sertlesmesi tamamlanana kadar 48 saat 37 °C 90 + 5% nemde (Niive ES

110) etiivde tutulmustur.

Elde edilen sonuglarda mikrosertlik degerleri Dycal<Angelus MTA<AnNgelus
MTA+%0.1GNP<Angelus MTA+%0.3GNP seklinde siralanmis ve biitiin gruplar
arasinda anlamli farklilhik bulunmustur (p<0.05). Angelus MTA’ya GNP katkilama
miktari arttik¢a mikrosertlik degerinin de yiikseldigi goriilmiistir.

Sethuram ve ark.’nin (350) yaptig1 bir ¢alismada Al-Sn alasimina agirlikga %1
ve %2 grafen ilave edilmistir. Agirlikca % 1 ve % 2 grafen takviyeli Al-Sn
nanokompozitin mikro sertligi, Al-Sn alasimina gore sirasiyla % 27 ve % 48 oraninda
artis gOstermistir. Bizim ¢alismamizda ise Angelus MTA’ya , GNP %0.1 ve %0.3
olarak eklenmis ve Angelus MTA’ya gore her iki miktarda da mikrosertlik degeri

artmigtir.

Du ve ark.’nin (351) yaptig1 bir ¢alismada PC’ye %1, %2, %4 oranlarinda GNP
eklenmis ve PC’nin mikrosertliginin arttigi gézlemlenmistir. Xie ve ark.’nin (352)
yaptig1 baska bir c¢alismada kalsiyum silikata agirlikca %1.5 grafen katilmis ve
mikrosertligin, saf kalsiyum silikata kiyasla % 12 oraninda bir gelisme gosterdigi
gorilmistir. Bu caligmalarin sonuglar1  bizim c¢alismamizla benzerdir. Bizim

calismamizda da Angelus MTA’ya GNP katkilanmas1 mikrosertligi arttirmigtir.

Mehrali ve ark ‘nin (330) yaptig1 bir ¢alismada kalsiyum silikata agirlik¢ca %0.5,
%.1, %1.5, %2 oranlarinda GNP katilmistir. Yapilan mikrosertlik testinde agirlikca %
0.5 ve %.1, GNP katilmis gruplarda mikrosertligin arttig1 ancak agirlikca %1.5 ve %2

katilmis gruplarda ise mikrosertligin azaldigi gozlemlenmistir. Bu da optimum GNP
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miktarindan daha fazlasinin eklenmesinin daha az giiglii materyal olusumuna yol agtigi
seklinde agiklanmistir. Bizim ¢alismamizda ise Angelus MTA’ya , GNP %0.1 ve %0.3
olarak eklenmis ve Angelus MTA’ya gore her iki miktarda da mikrosertlik degeri

artmistir.

5.4. Taramah Elektron Mikroskopisi-Enerji Dagilimh X Isim Spektrometrisi
(SEM-EDX), ve Tanecik Biiyiikliigii Bulgularinin Tartisilmasi

SEM yontemi genis bir yelpazedeki materyallerin mikro yapi ve kimyasini
arastirmak ic¢in kullanilan bir analizdir. SEM analizinin avantaji, ayrintili {i¢ boyutlu
topografik goriintiilleme saglamasi ve farkli dedektorlerden elde edilen ¢ok yonlii
bilgileri icermesidir (353). Elde edilen SEM goriintiilerinde tanecik boyutu Angelus
MTA>Angelus MTA+%0.1 GNP>Angelus MTA+%0.3 GNP seklinde siralanmis ve
biitiin gruplar arasinda c¢ok yliksek diizeyde anlamli farklilik bulunmustur (p<0.001).
Dycal‘in ise SEM goriintiilerinde tanecikler net goriintiilenemedigi icin tanecik boyutu
Olciilememistir. Calismamizda elde edilen sonucglara gére GNP katkilama miktari
arttikga tanecik boyutu kiiclilmektedir. Angelus MTA 3 boyutlu bir materyal iken
grafen 2 boyutlu bir materyaldir. 3 boyutlu bir materyalin i¢ine 2 boyutlu bir materyalin

katilmasi tane boyutunu kiiciiltmiis olabilir.

Calismamizda Angelus MTA’ya GNP ilavesi havanda ezilerek yapilmistir.
Angelus MTA ise standart bir materyal olup havanda ezilmeye gerek duyulmamistir.
Angelus MTA’ya GNP ilavesi sirasinda havan kullanimi tanecik boyutunu kii¢tiltmiis
olabilir. Ancak Angelus MTA+%0.1 GNP ve Angelus MTA+%0.3 GNP arasinda da
yiiksek oranda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.001). Bu nedenle
GNP katkilama miktar1 arttikga tanecik boyutunun kiiciildiigii diisiiniilebilir. He ve
ark.’nin (354) yaptigi bir caligmada da grafenle gii¢lendirilmis aliminyumlarda,
katkilama  yapilmamis  aliiminyumlara gore tane  biylikliginlin  distigi
gozlemlenmistir. Bu c¢alisma, Angelus MTA’ya GNP ilavesinin tanecik boyutunu

diisiirdligli bizim ¢alismamizla benzer 6zellik gostermektedir.

Morfolojik karakterizasyon gz oniine alindiginda, kullanilan materyalin tanecik
boyutunun fiziksel Ozelliklerinin karakterizasyonunda onemli bir faktdr oldugu
bulunmustur (140). Cesitli c¢alismalar tanecik biyiikligii, hidrasyon kinetigi ve
materyalin mukavemet Ozellikleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. Bazi caligmalarda

kiiclik tanecik boyutunun hidrasyon i¢in uygun ylizey alanimni arttirdigi ve daha erken
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dayanim gibi erken o6zellikleri gelistirdigi gosterilmistir (355, 356). Arastirmalar, daha
kiigiik, daha ince tanecik boyutuna sahip materyallerin daha gii¢lii, daha az biiziilme
sergiledigini ve daha biiylik tanecik boyutuna sahip diger materyallerden daha diisiik
catlama egiliminde oldugunu gostermistir (355, 357). Yapilan baska bir ¢alisma, biiyiik
partikiillerden (~ 10 um) olusan materyallerin kil benzeri, yapiskan olmayan bir macun
olusturdugunu gosterirken, daha ince partikiillerden (3.4 um) olusan bilesiklerin giiclii
ancak ¢ok hizli sertlesme gosterdigi ve klinik kullanim i¢in viskoz oldugunu bildirmistir
(358). Ayrica, daha kiigiik tanecik biiyiikliigiiniin daha yiiksek basing dayanimi (CS) ve
cap gerilim dayanimi (DTS) sagladigi goriilmiistiir (359). MTA ve PC’leri olusturan
kalsiyum silikatlarin partikiil sekli ve biiyiikliigli mateyalin 6zelliklerini belirler. Kiigiik
parcaciklar daha fazla ylizey alanina sahiptir ve boylece daha yiiksek reaktivite sunarlar
ve kalsiyum silikat hidratlar ve Ca(OH)2 olustururlar (360, 361). Bizim ¢alismamizda da
Angelus MTA’ya %0.1 ve % 0.3 GNP ilavesi Angelus MTA’nin tanecik boyutlarini
kiictilterek, mukavemetini arttirmig daha fazla yiizey alan1 saglamis ve fiziksel

Ozelliklerine katkida bulunmustur.

Calismamizda bir karbon tiirevi olan GNP’ nin Angelus MTA’ ya ilavesi EDX
analizinde karbon oranlarina bakilarak gézlemlenmistir. Angelus MTA’da karbon orani
% 50.08 iken Angelus MTA+%0.1 ‘de %65.65 ve Angelus MTA+%0.3 GNP’de
%69.60 oraninda karbon bulunmustur. GNP ilavesi arttikca karbon oraninin arttig

goriilmektedir.

Sethuram ve ark’nin (350) yaptig1 bir ¢alismada Al-Sn alasimina agirlik¢a %1 ve
%2 grafen ilave edilmistir. Bizim ¢alismamizla benzer sekilde yapilan bu ¢alismada da

katkilanan grafen, EDX analizindeki karbon oranin artisi ile gézlemlenmistir.

Dycal ve Angelus MTA bilinen materyaller olup EDX analiz sonuglarinin,

tireticinin verdigi materyalin formiilasyonu ile uyum gosterdigi gortilmiistiir.

5.5. X Isin1 Kirimim Yontemi (XRD) Bulgularinin Tartisiimasi

XRD, alagimlarin yapisini arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(362). Bir materyalin ana bilesenlerinin tanimlanmasi, fiziksel, kimyasal ve mekanik
ozelliklerinin daha iyi yorumlanabilmesini saglayacagi i¢in onemlidir (151). XRD;
c¢imentolarin incelenmesi i¢in de faydali bir analiz teknigi olarak bilinmektedir.
Cimento numunesinde ana kristal {irlinlerin tanimlanmasin1 saglar. XRD analizi,

¢imentolarin kristal fazlarin1 tanimlayabilir. Kirinim desenleri ¢gimentolarin, materyalin
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performansinin anlagilmasiyla ilgili olan kimyasal karakterizasyonu hakkinda bilgi
saglar (291). Bu nedenle ¢alismamizda %80 oraninda PC igeren Angelus MTA nin ve
GNP katkilanmis Angelus MTA gruplarinin  kimyasal karakterizasyonlariin

degerlendirilmesinde XRD analiz yontemi kullanilmistir.

Trikalsiyum silikatin, hidratsiz ¢imentolarda mevcut olan ana fazlardan biri
oldugu, MTA'nin biiyiik bir kismmi olusturdugu bildirilmistir (151, 291). MTA'nin
yapisinda bulunan trikalsiyum silikat, (151, 291) ¢alismamizda yapilan XRD analizinde
de tespit edilmistir. Ayrica XRD analizinde, kalsiyum magnezyum alimiinyum oksit
slikat, potasyum bizmut oksit ve slikon oksitten kaynaklanan pikler Angelus MTA‘da
goriilmiistiir. Dycal materyalinin kirinim deseni incelendiginde ise kalsiyum tungstat,
cinko oksit, demir titanyum oksit, kalsiyum demir oksitten kaynaklanan pikler
gbzlemlenmistir. Her iki materyal de bilinen materyaller olup XRD grafiginde {ireticinin

verdigi materyalin formiilasyonu ile uyum gostermektedir.

GNP katkili  orneklerin  kirnim  desenlerinde herhangi bir degisim
gozlenmemistir. GNP tabakalar1 nano boyutlu oldugu i¢cin XRD analizinde bir pik
vermemis olabilir; dolayisiyla da  katkilanan GNP ile birlikte kirinim desenleri
degismemis olabilir. Nosrati ve ark’nin (363) yaptig1 bir ¢alismada da TiO2 ye grafen
katkilamasi1 yapilmis ancak XRD analizinde grafenin bizim ¢aligmamiza benzer sekilde

pik vermedigi gézlemlenmistir.

Mehrali ve ark. yaptig1 bir ¢alismada ise kalsiyum slikata agirlik¢a % 0.5, %1, %
1.5 ve % 2 oranlarinda GNP katilmis ve XRD grafiginde herhangi bir pik vermedigi
gbzlemlenmistir ve bu durum GNP’lerin kiigiik miktarda bulunmasi nedeniyle XRD’de
tespit edilmesinin zor oldugu seklinde agiklanmigtir (330). Bu ¢alismanin sonuglar1 da
Angelus MTA’ya GNP ilavesinin XRD grafiginde belirgin bir pik vermedigi bizim

calismamizla benzerdir.

Ding ve ark’nin (364) yaptig1 bir ¢alismada LiFePOgs’a agirlikga %1.5 grafen
katilmis; ancak grafen katkilama yapilmis 6rnekle katkilama yapilmamis 6rnegin XRD
grafigi benzer bulunmustur. Bunun sebebi olarak da GNP’nin az miktarda katkilanmasi
XRD grafiginde herhangi bir degisime sebep olmamistir seklinde agiklanmistir. Bizim
calismamizda da bu calismayla benzer sekilde GNP katkilanan Angelus MTA o6rnekleri
XRD grafiginde herhangi bir pik vermemistir.
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Calismamizda GNP, Angelus MTA’ya %0.1 ve %0.3 gibi kiiciik oranlarda
eklenmistir. Angelus MTA’ya GNP’nin diisiik miktarda eklenmesi XRD grafiginde

GNP’nin herhangi bir pik vermemesine sebep olmus olabilir.

5.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR) Bulgularinin

Tartisilmasi

FTIR analizi kizilétesi (IR) radyasyonunun madde ile etkilesimine dayanan
atomlarin baglanma yapisim1 karakterize etmek i¢in kullanilan analitik bir yontemdir.
Maddenin absorbe ettigi ve molekiillerde titresimlerin iiretimine neden oldugu
radyasyonun frekanslarim1 6lger . IR spektroskopisi, biyolojiden kompozit maddelere,
stvilardan gaz Orneklere kadar bilgi edinmek icin kimyasal yapilarin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu igin hizli bir teknik sunar (365). Biz de kullandigimiz materyallerin
molekiiler baglarini tespit etmek i¢in FTIR analizine ¢alismamizda yer verdik. FTIR
sonuglarina gore Angelus MTA’da Si-C, kalsiyum slikat, kalsiyum karbonat ve OH
piklerine rastlanirken; Dycal materyalinde ise CO-O, Ca(OH)2, C=C, OH’dan

kaynaklanan pikler goriilmiistiir.

Gong ve ark. (366) yaptigi bir ¢alismada ProRoot MTA, Dycal, Biodentin ve
Theracal’in FTIR analizlerin incelemis ve Ca(OH): ‘in sadece Dycal materyalinde pik
yaptigin1 gérmiislerdir. Bu durumu; Camilleri ve ark.’nin (142) yaptig1 calismada
gosterdigi gibi Ca(OH)2'in MTA’nin hidrasyonu sonucu olusan bir yan iirlinii oldugunu
ve hidrasyondan sonra Ca(OH).’in ortaya ¢ikmasi i¢in gereken siirenin 1 giin ile 2 ay
arasinda degistigini ve bu nedenle de Ca(OH)2’in MTA’nin FTIR analizinde
goriilmedigi seklinde aciklamiglardir. Bizim calismamizda da bu calismayla benzer
sekilde Angelus MTA ve Dycal’in FTIR analizinde; Ca(OH)2‘in sadece Dycal
materyalinde goriilmiis olmasinin sebebi; Ca(OH). ‘in  MTA hidrasyonunun bir yan
tirtinii olmasindan ve Ca (OH) 2'in FTIR analizinde goriilmesi i¢in hidrasyondan sonra

gecmesi gereken slirenin  tamamlanmamis olmasindan kaynakli olabilir.

Angelus MTA’ya 9%0.1 ve %0.3 GNP katkilanmis orneklerin FTIR analiz
sonuglari incelendiginde; Angelus MTA ve GNP katkilanmig orneklerin benzer pikler
yaptigi gdzlenmektedir. Buradan yola ¢ikarak Angelus MTA’ya GNP katilmasinin

FTIR sonuglarina yansiyan bir fark olusturmadigini soyleyebiliriz.

Grafene ait FTIR galismas1 M. Naebe (367) tarafindan incelenmis ve elde ettigi
sonuclar Sekil 5.1°de verilmistir. Aslinda Angelus MTA nin FTIR analizi sonucu (Sekil
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4.17) ve grafen saf orneklerinin FTIR analiz sonuglar1 birbirlerine benzemektedir. Sekil

5.1 incelendiginde benzer piklerin GNP den kaynaklanmis olabilecegi de diisiiniilebilir.
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Sekil 5.1. M Naebe ve ark. tarafindan elde edilen grafen FTIR analizi sonuglar1
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel olarak gelistirilmis giincel dis pulpast kuafaj materyallerinin fiziksel,
biyolojik ve mekaniksel 6zelliklerin in vitro sartlarda degerlendirildigi bu ¢alismanin

sonuclarina gore ;
MTT, TAS ve TOS analizleri incelendiginde ;

Yapilan daha 6nceki ¢alismalar1 destekleyecek sekilde Ca(OH). materyali hiicre
canliligin1 azaltarak yiiksek toksisite gostermistir. Ancak tersiyer dentin olusumunun,
materyalin biyoindiikleyici kapasitesine bagli olarak degil, Ca(OH).’in irrite edici
dogasi ile indiiklenen pulpa tarafindan bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmasi
sebebiyle glinlimiizde hala kuafaj materyali olarak siklikla kullanilmaktadir. MTA ise

biyouyumlu bir materyal olup ideal kuafaj materyali olarak kullanilabilir.

GNP’nin doza bagimli olarak toksisite gosterdigi tespit edilmistir. MTA’ya
diisiik miktarda GNP eklenmesinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir fark
yaratacak toksik etki olusturmadigi ancak hiicre canliligin1 azalttigi goriilmiistiir.
Eklenen diisiik miktarda grafen MTA nin antioksidan ve oksidan kapasitesinde kontrol
grubuyla anlamli farklilik olusturmamistir. GNP miktart yiikseldigi zaman kontrol
grubuyla anlamli fark olusturacak kadar toksisitenin ve oksidan miktarinin arttigi

antioksidan kapasitenin ise diistiigli gozlemlenmistir.

24 saat ve 72 saatlik MTT, TAS ve TOS analizleri incelendiginde ise zamana
bagl olarak gruplarda canlilik oranlarinin azaldigi, TAS miktarlarinin diistiigii ve TOS

miktarlarinin da arttig1 gézlemlenmistir.
Fiziksel ve mekaniksel testlerden elde ettigimiz sonuglar incelendiginde ise;

GNP ilavesinin FTIR analizinde belirgin bir fark yaratmadigi, XRD analizinde
ise GNP’ nin kirmim grafiginde herhangi bir pik vermedigi ortaya ¢ikmustir.

GNP katkilama miktar1 arttikga mikrosertligin arttigi ve tanecik boyutunun
kiigiildiigii gozlemlenmistir. Tanecik boyutunun kiiciildiigi SEM goriintiisii ile
desteklenmistir. EDX analizinde ise bir karbon tiirevi olan GNP’nin etkisi karbon
miktarindaki artig ile gozlemlenmistir. MTA’ya GNP eklenmesinin sonucu olarak
materyalin tanecik boyutunun kii¢iilmesi ve  mikrosertliginin artmasi, GNP’nin

materyalin mukavametine katkida bulundugunu gostermektedir.
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Yapilan fiziksel, mekaniksel ve biyolojik testler birlikte degerlendirildiginde;
MTA’ya diisiik miktarda GNP katkilamanin istatistiksel olarak anlamli toksik etki
olusturmamakla birlikte hiicre canliligin1 azalttigi ve bu katkilamanin fiziksel ve
mekaniksel 6zelliklere olumlu etki ettigi goriilmiistiir. Ancak in vitro yapilan bu
calismanin in vivo c¢alismalarla desteklenerek, GNP’nin canli organizmalarda
gerceklestirilecek direkt pulpa kuafaji tedavilerinde pulpa dokusu iizerindeki etkisi ve

sert doku olusturma potansiyelinin arastirilmasi gerekmektedir.
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