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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci, pulpa kuafajinda kullanilan kuafaj materyallerinin
dis pulpasi mezenkimal kok hiicreleri (DP-MKH) iizerindeki etkilerinin, sitotoksik

ve odontojenik farklilagtirma yoniinden incelenmesidir.

Gereg ve yontem: Calismada giincel kuafaj materyalleri olan Biodentine, MM-
MTA, BioAggregate ve TheraCal’in sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla DP-
MKH iizerinde WST-1 testi gergeklestirilmistir. Odontojenik farklilastirma deneyi
icin ise, DP-MKH’ ler ve kuafaj materyallerinden olusturulan diskler (5x2 mm)
odontojenik indiiksiyon besi yerinde ortak kiiltiire edilerek, odontojenik

farklilagtirmanin bir belirteci olan Alkalen fosfataz (ALP) aktivite testi yapilmustir.

Bulgular: WST-1 testi sonuglarina gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
kuafaj materyallerinin tiimiinde sitotoksik etki gozlemlenmistir. TheraCal diger
kuafaj materyallerinden daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Materyaller arasinda
en yiksek odontojenik farklilastrma  potansiyeli  TheraCal grubunda
gozlemlenmistir. Biodentine ve MM-MTA ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
diisiik ALP aktivitesi gdstermistir.

Sonuc¢: Yeni gelistirilen pulpa kuafaj materyalleri, yeni doku olusumunu
uyarmada {istlin 6zelliklere sahip olsalar bile sitotoksisite yoniinden dikkatli olunmali

ve ilave ¢aligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Dis Pulpas1 Kok Hiicreleri, Sitotoksisite, ALP aktivitesi,

Pulpa kuafaji.
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Pulp Capping Materials on Mesenchymal Dental
Pulp Stem Cells

Purpose: The aim of this study is to examine the effects of the capping materials
used in pulp capping on dental pulp mesenchymal stem cells (DP-MSC) in terms of
cytotoxic and odontogenic differentiation.

Method and Meterials: In this study, in order to determine the cytotoxic effects
of the current capping materials like Biodentine, MM-MTA, BioAggregate and
TheraCal, a WST-1 test was applied upon DP-MSC. Furthermore, to assay the
odontogenic differentiation, disc-shaped (5x2 mm) specimens of capping materials
and DP-MSCs were common cultered in odontogenic induction medium and
Alkaline Phosphatase (ALP) activity which is a marker of odontogenic

differentiation, was tested.

Results: According to the WST-1 test, cytotoxic effect compared with the
control group was observed in all of the capping materials. TheraCal was observed to
be more cytotoxic than the other capping materials. The highest potential of
odontogenic differentiation between materials was observed in TheraCal group.

Biodentine and MM-MTA had low ALP activity when compared with control group.

Conclusion: Even though the newly developed pulp capping materials have
superior properties to stimulate new tissue formation, it is needed to be careful in

terms of cytotoxicity and further studies should be performed.

Key Words: Dental Pulp Stem Cells, Cytotoxicity, ALP activity, Pulp capping.
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1.GIRIS

Tim diinyada koruyucu ve restoratif dis hekimligi uygulamalar1 giderek
yayginlagmasina ragmen, ¢iiriik nedeniyle erken donemde dis kayiplar1 olusmaktadir.
Dislerin erken kaybi, malokluzyonlara, ¢igneme fonksiyonlarindaki kayiplar
nedeniyle beslenme bozukluklarina, psikolojik problemlere ve konusma
bozukluklarina yol agabilmektedir. Bu nedenlerle, oral dokularin biitiinliigiiniin
korunmasi amaciyla koruyucu dis hekimligi uygulamalar1 ile c¢esitli restoratif

tedavilere gereksinim vardir (1).

Pulpa tedavilerinin temel amaci ¢iiriik disindaki nedenlerle agiga ¢ikan minimal
orandaki pulpa dokusunun canlili§inin korunmaya ¢alisilmast ve devam
ettirilmesidir. Direkt pulpa kuafaji, mekanik olarak veya travma nedeniyle agiga
¢ikan pulpa dokusunun gesitli biomateryallerle drtiilmesi esasma dayanir (2). Islem,

bu yoniiyle konservatif ve rejeneratif bir tedavi yontemidir.

Dentin-pulpa kompleksi tersiyer dentinin olusumuna yol a¢an dogal rejeneratif
bir potansiyele sahiptir. Odontoblastlar, atrizyon ya da erken ciiriik lezyonlar1 gibi
hafif hasarlarda, canliligini siirdiirebilir ve reaksiyoner bir dentin matris salgilar (3).
Ancak, ilerlemis ciiriik veya restoratif prosediirler gibi daha biiylik siddette bir
travma, 6nceden var olan odontoblastlarin 6liimiine yol agabilir (4). Dentin-pulpa ara
yiizlinde, uyaranlara yanit olarak, atubuler reperatif dentin sentezi i¢in, yaralanma
yerinde yeni odontoblastlar farklilasir ve gorevlendirilir. Bu reperatif dentin pulpa
canliligini korumak amaciyla, hemen yogun hasarl doku altinda mineralize bir doku
'kopri' temin eder (5). Bu konudaki ¢aligmalar gostermistir ki post natal pulpa,
reperatif dentin olusumuna aracilik etmede 6dnemli bir yere sahip olan kok hiicrelerin
cesitli nislerini igeriyor. Gergekten de, kok hiicre nisleri yara iyilesmesi siirecinde
temel bir rol oynayan, viicudun tiim bag dokusunda, siirekli olarak iiretiliyor (6). Bu
farklilasmamis hiicrelerin alt kiimesi toplam hiicre popiilasyonunun % 1’ i kadar
azin1 temsil edebilir. Bununla birlikte, spesifik hiicre dig1 sinyallere yanit olarak

bircok son derece farkli hiicre tiplerine doniisiir. Nadiren goriilen, ancak neredeyse



smirsiz sekilde kendi kendini yenileyen ‘asil’ yetiskin veya ‘ana’ kok hiicreler nigin

merkezine dogru bulunurlar (5).

Canlt dokular, doku gelisimi ve tamirinden sorumlu kok hiicre veya Oncii
hiicreleri  barindirmaktadir. Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca
boliinebilme, kendilerini yenileyebilme, 6zellesmis hiicrelere kaynaklik etme ve
hasar sinyallerini algilama o6zellikleriyle viicuttaki diger hiicrelerden farkl,
Ozellesmemis hiicrelerdir. Bu hiicreler, embriyonik gelisimde ve organlarin

olusmasinda ve hasarli dokularin tamir edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (7).

Oncii hiicreler, insanlarin postnatal dokularinda goriilmiistiir. Bu hiicreler smirl
yasam slirelerine sahip olmalar1 ile organizmanin hayati boyunca var olan kok

hiicrelerden ayrilirlar ve sadece belirli doku tiplerini olusturmak i¢in farklilasabilirler

(8).

Kok hiicre terimi 1909 yilinda, bilimsel olarak kullanilmak iizere rus histolog
Alexander Maksimov tarafindan 6nerilmistir. Alexander Maksimov, ¢ogalmasina ve
ileri hiicrelere farklilagsmasina izin veren mikro ekolojik ¢evreye (nis) kan boyunca
koc etme yetenegine sahip morfolojik olarak lenfosit gdriiniimiinde hematopoetik

kok hiicrelerin varhg: bildiren ilk kisidir (9).

Giliniimiizde kok hiicre biyolojisi; hastaliklar, travma, kanser ve dogumsal
bozukluklar sonucu hasar goéren doku ve organlarin islevselliginin onarilmasi,

iyilestirilmesi ve rejenaratif tip uygulamalar1 bakimmdan 6nemli bir yere sahiptir

(10).

Kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler (EKH) ve erigkin kok hiicreleri (Somatik
kok hiicre SKH) olarak iki temel kategoriye ayrilirlar (11). Embriyonik kok hiicreler,
yliksek telomeraz aktivitesine sahip, her ii¢ germ yapragina ait (ektoderm, endoderm
ve mezoderm) doku ve organlarin hiicrelerine doniisebilme yetenegindedirler ve 200
den fazla hiicre tipini gelistirme yetenegine sahiptir (12). Embriyonik kok hiicreleri,
embriyolardan elde edilir, erken morula asamasimdaki embriyonun blastosit i¢ hiicre
Kitlesinden (4-5 giinliik erken asamasmndaki embriyo, 50-150 hiicreden olusur)

tiiretilmis  hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler sahip olduklar1 farklilagsma



potansiyelleri agisindan ¢ok iistiin olmalarma karsmn, arastirmalardaki en Onemli

sorun bu hiicrelerin bir canliya nakilleri sonrasi “teratom” gelisim riskidir (13).

Somatik kok hiicreler ise kemik iligi, kordon kani, periferik kan basta olmak
iizere viicuttaki ¢esitli doku ve organlardan (kemik iligi, periferik kan, dis pulpasi, ic
kulak, gobek kordon kani, nazal mukoza, amniyotik siv1 ve plasenta membrani) izole

edilebilmektedir (14-19).

Ancak, somatik kok hiicrelerin, EKH’ lere oranla ¢ogalma ve farklilagsma
potansiyellerinde kisitlamalar bulunmaktadir. Bunun yaninda, EKH’ lerin gelecekte
insanlar igin tedavide kullanilabilmelerinin oniinde bulunan etik ve teratom
olusturma riski gibi nedenlerle somatik ya da erigkin kok hiicreler onemli alternatif

kaynaktirlar (20).

Dis pulpasinin perivaskiiler nisinde (yataginda) yer alan ve “dis pulpasi
mezenkimal kok hiicreleri (DP-MKH)” olarak adlandirilan hiicre populasyonunun
izolasyonu, ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve ekibi tarafindan gergeklestirilmis ve
ayni ekip tarafindan, bu hiicrelerin odontoblastik, adipojenik ve noral hiicre tiplerine
farklilagsmas1 gosterilmistir (14, 21). Sonraki ¢alismalarda, benzer olarak dis pulpasi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerlerin in-vitro kosullarda diiz kas (22), kikirdak
(23) ve sinir hiicrelerine (24) farklilasma potansiyeline sahip olduklar1 rapor

edilmistir.

Tez kapsamindaki bu c¢aliymanin amaci dis hekimligi pratiginde direkt veya
indirekt kuafaj tedavisi uygulanmasi gereken durumlarda kullanilan dort farkli
giincel kuafaj materyalinin, disk haline getirilmis formlarinin laboratuvar ortaminda
izolasyonlar1 ve karakterizasyonlar1 yapilmis dis pulpast kokenli mezenkimal kok
hiicreler tlizerindeki odontojenik farklilastrma ve sitotoksisite yoniinden etkilerinin

incelenmesidir.



2.GENEL BILGIiLER

Dis hekimligi pratiginde uygulanan kuafaj tedavisi sirasinda ve sonrasinda
uygulananan materyalleri ve iyilesme silirecinin anlagilabilmesi i¢in kuafaj
materyallerinin, pulpa yapismin ve hiicrelerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu
boliimde kok hiicrelerin genel 6zelliklerinin yaninda ¢alismada kullanilan insan dis
pulpas1 mezenkimal kok hiicreleri ve kuafaj materyallerine iliskin literatiir bilgisine
yer verilmistir. Ayrica kuafaj, pulpa yapisi, odontojenik farklilasma ve iyilesme
stireglerine iligkin bilgilerle birlikte, gergeklestirdigimiz ¢alismanin hedeflerinin daha

anlasilir hale gelmesi amacglanmustir.

2.1. Kok Hiicre Kavrami

Kok hiicreler insan viicudunda biitiin dokular1 ve organlar1 olusturan ana
hiicrelerdir. Kok hiicreler uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahip, Ozellesmemis hiicreler olup, kok hiicreden elde

edilen bir hiicre 6zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilir (25).

2.1.1. Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri
Bir hiicreyi, kok hiicre olarak tanimlamak i¢in bes gerekli 6l¢iit vardir (26).

e Kok hiicreler, uzun zaman boyunca boliinebilme ve kendilerini yenileyebilme
kabiliyetine sahiptirler. Kok hiicre, yasadigi siirece kendi kopyasini alacak
sekilde, 6zellesme olmadan cogalmakta ve gerektiginde organ ve dokuya
0zgli oncii hiicrelere doniismektedir. Kok hiicreler boliinmeler esnasinda bir
yandan Oncii hiicreye farklilagarak hiicreyi tiretirken bir yandan da kendi
yedegini olusturmaktadir. Bu bir asimetrik hiicre boliinmesidir (Kok hiicre +
Oncii hiicre) ve kok hiicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasimi saglar (27).

e Kok  hiicreler, oOzellesmemis hiicrelerdir. Bir kok hiicrenin  temel
ozelliklerinden biri de, bu hiicrenin 6zellesmis islevleri yerine getirebilecek

herhangi bir dokuya 6zgiin yapiya sahip olmayisidir (28).



o Kok hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere kaynaklik etme yetenekleri “plastisite
(farklilagsma)” olarak adlandirilmaktadir. Kok hiicreler, bulunduklar1 evrelere
gore, farkli potansiyel 6zellikler gosterirler (29).

» Totipotent hiicreler, zigot evresindeki, 8 hiicrelik blastomer evresindeki
siirsiz farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir. Totipotent 6zelligi bilinen
tek kok hiicre tipi, embriyonun geligim siirecinde organizmayi olusturan tiim
doku ve hiicre cesitlerine farklilasma kapasitesine sahip, fertilize yumurta
hiicresidir. Bu hiicreler, embriyon ve embriyon dis1 membran ve organlarin
kaynagini olusturmaktadir (30).

» Pluripotent hiicreler, mezodermal (kemik, kas, kan, kikirdak vb), ektodermal
(noron, deri, sa¢ vb) ve endodermal (hepatositler, pankreatik beta hiicreleri,
sindirim sistemi hiicreleri) hiicrelere farklilasma gdstermekte, buna karsilik
multipotent kok hiicreler tek bir germ yapragmna ait hiicrelere
farklilagabilmektedir (31). Pluripotent kok hiicrelerin viicuttaki farklilagsmis
biitlin hiicre tiplerini olusturabilme potansiyeline sahip “ger¢ek kok hiicreler”
oldugu belirtilmektedir (32).

» Oligopotent kok hiicreler lenfoid ve myeloid kok hiicreleri gibi az sayida
hiicre grubuna doniisebilirler.

» Unipotent kok hiicreler sadece tek hiicre tipini yani kendilerini

olusturabilirler. Ancak kendilerini yenilerken kok hiicre 6zelliklerini korurlar.

Erigkin bireylerin dokularinda var olan multipotent kok hiicreler ise, kiiltiir
kosullarinda ¢ok miktarda ¢ogaltilabilmekte ve organizmada, gerceklesen doku
ve organ hasarlarinda, ilgili dokularn hiicrelerine farklilagarak tamirin
gerceklesmesini  saglamaktadir. Mulipotent kok hiicreler, EKH’ lerle
karsilastirildiginda sinirlt bir farklilagsma yetenegine sahiptirler (33).

e Kok hiicreler, hasarli organlarin tedavisi amaciyla gerceklestirilen nakillerde,
kaynak dokunun islevsel olarak tekrar ¢ogaltabilmesine olanak saglamaktadir
(34).

e Kok hiicreler, in vivo kosullarda doku hasarinin ger¢eklesmedigi durumlarda

bile farklilasmis diger hiicrelere katki saglamaktadir (35).



Kok hiicrelerin, bulunduklar1 doku hiicrelerinin disinda kalan diger tip hiicrelere
de farklilasabilecegi belirlenmistir. Somatik dokulardan elde edilen bu kok hiicre
kaynaklarindan 6zellikle de mezenkimal kok hiicreler (MKH) 6nem kazanmustir.
Oral ve maksillofasiyal bolgede de alternatif mezenkimal kok hiicre kaynaklari
bulunmaktadir. Erigkin dis pulpasi, apikal papilla, dental folikiil, eksfoliye siit disi ve
periodontal ligamentten mezenkimal kok hiicreler elde edilebilmektedir (36, 37).

2.2.Dis Pulpas1 Kaynakh Kok Hiicreler (DP-KH)

Dis tabakasmin gelisimi ektodermden kaynak almaktadir. Ektodermal yapi1 dis
germlerini olustururken, ndral kabarti hiicrelerinden de dis organi, dis papillas1 ve dis
folikiilii farklilasmaktadir. Bu nedenle, dis pulpasi ektodermal kaynakli noral kabarti

hiicrelerini de kapsayan mezenkimal bilesenler icermektedir.

Dis pulpasmin damarlari ¢evresinde yer alan ve “dis pulpasi1 kok hiicreleri (DP-
KH)” olarak adlandirilan hiicre populasyonunun MKH olduklar1 diisiiniilmektedir.
Bu nedenle dental pulpa kok hiicreleri, dental pulpa mezenkimal kok hiicreleri olarak
da adlandirilmaktadir. Bu hiicreler, yiiksek proliferasyon gosterebilen, klonlanabilen

ve yiiksek plastisite yenetenegine sahip multipotent hiicrelerdir (14).

1990’ It yillarin ortalarinda, dis pulpasindan onciil hiicrelerin elde edildigi
bildirilmigstir. Daha sonra, MKH’ lerinin, gdmiik yirmi yas dis pulpasindan da elde
edildigi belirtilmistir. DP-KH’ lerin izolasyonu ve tanimlanmasi, ilk olarak 2000
yilinda Gronthos ve ekibi tarafindan gerceklestirilmis ve ayni ekip tarafindan, bu
hiicrelerin odontoblastik, adipojenik ve noral hiicre tiplerine farklilagsmasi
gosterilmistir. Pulpa dokusundan kok hiicrelerin izolasyonu oldukca etkili sekilde
gerceklestirilebilmektedir. DP-KH’ lerin kemik iligi kokenli kok hiicrelerden, hiicre
dongiisii ile iligkili genleri eksprese etmeleri nedeni ile ayirt edilebildigi
belirtilmektedir. Bu sonuglar, DP-KH’ lerin MKH” ler ile karsilastirildiginda yiiksek
proliferasyon hizma sahip olduguna iligkin bulgular ile uyumluluk gostermektedir.
DP-KH’lerin kolay izole edilebilmesi ve daha yiiksek bir proliferasyon hizi

gostermeleri, bu hiicreleri kemik iligi mezenkimal k&k hiicreleri (KI-MKH)’ lerden



iistiin kilmaktadir. Dis kok hiicreleri, damarlarin ¢evresinde lokalize olmaktadir ve
kok hiicre belirteci olan Stro-1(hiicre yiizey proteini)’ i eksprese etmektedir (20, 38).

Bundan dolayr DP-KH’ lerinin hiicresel 6zellikleri, kemik iligi kok hiicrelerine
benzetilmektedir. Hem dis pulpast hemde kemik iligi kok hiicre popiilasyonlar1
CD44, CD106, CD146, 3G5 ve Stro-1 gibi kabul edilmis benzer kok hiicre yiizey
belirtegleri sergilerler. Bunlar her ikisinde de, alkalen fosfataz, osteokalsin ve
osteopontin gibi mineral dokusu olusumu ile iligkili matriks proteinlerini ifade eder
(39).

DP-KH’ lerin baslica farklilasma potansiyeli dentin ya da dis kokiinii saran bag
doku ile iliskili hiicrelerin olusumunda etkili olmaktadir. Bu kok hiicreler pulpa, disi
cevreleyen bag dokusu ya da dis folikiiliinden kdken almaktadir. Dis dokularindaki

kok hiicrelerin farkli kaynaklardan elde edilebilmesi miimkiindiir;

e Disi ¢evreleyen bag dokudan alinan kok hiicreler, ( PDLSC)
e Siit dislerinden alinan kok hiicreler, ( SHED)
e Gelisimini tamamlamis daimi dislerden alinan kok hiicreler, (DPSCs)
e Gelisimi devam etmekte olan daimi dislerden alinan kok hiicreler;
» Apikal papilladan elde edilen kok hiicreler (SCAP)
» Digs folikiiliinden alinan kok hiicreler (DFCs)
» Dis jerminden alian kok hiicreler (TGSCs)

Dis epitelinden elde edilen kok hiicreler (ektodermal kok hiicreler) disindaki, dis
kok hiicrelerinin tiimii, ndral-kabart1 kaynakli ektomezenkimal hiicrelerdir. Bu kok
hiicreler, dentin ve dis dokularmnin gelisiminde gelisim ve hiicresel farklilasma

stireclerine katilmaktadir (20).

DP-KH’ lerin gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ve bu genlerin fonksiyonel
smiflandirilmasmin  gergeklestirilmesi ile bu hiicrelerin alkalen fosfataz,
dentinmatriks protein-1, dentin siyalofosfoprotein ekspresyonlar1 gosterilmistir. Gen
ekspresyon analizleri, eksprese edilen genlerin c¢ogunun ekstraselluler matriks

bilesenleri, bliylime faktorleri ve hiicre adezyon molekiillerini kodladigini ortaya



koymustur. Gen ekspresyon diizeyleri, hiicre sinyalleri, hiicresel etkilesimler ve
hiicre metabolizmasini diizenleyici etki gostermektedir (38).
Dis pulpast kok hiicreleri, tedavi amag¢li uygulamalar icin gerekli biitiin
ozellikleri tasimaktadir;
¢ Bu hiicrelerin elde edilmesi oldukga kolaydir,
e Pulpa dokusundan elde edilen kok hiicre ekstraksiyonu daha yiiksek etkinlik
gostermektedir,
e Yiiksek farklilasma yetenegine sahiptirler,
e Biyomateryallerle birlikte gerceklestirilen uygulamalarda dokularm yeniden
yapilandirilmasi i¢in etkin olarak kullanimlar1 miimkiindiir,

e Yasam siireleri uzundur, Giivenli olarak kriyoprezervasyonlar1 miimkiindiir

(40).

DP-KH giivenli bir sekilde dondurulabilen, immunsupresif 6zelliklere sahip ve
mezenkimal markirlar1 eksprese edebilen, yaygin olarak ¢ogalan (en az 25 pasaj
stiren) multipotent hiicrelerdir (9). Buna ek olarak, dislerden elde edilen kok
hiicreler, kiiltiir ortaminda bol miktarda sitoplazmaya ve sitoplazmik uzantilara sahip,
genis bir merkezi ¢ekirdegi olan biiyiik ig seklindeki hiicrelerdir. Bu yapisan hiicreler
kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerle morfolojik olarak aynidir

(14).

Saglikli insan disinden elde edilen DP-KH’ lerin dondurularak saklandiktan
sonra ¢oOzdiiriilmesiyle elde edilen yiiksek hiicre canlilik oranlar1 bu hiicrelerin
gerektiginde kullanilmak iizere, numune saklama bankalarinda da saklanabilecegini

ortaya koymustur (22).

Zhang ve ark, (41) olgun dis pulpasindan aldiklar1 hiicrelerin, dondurulmus
olsalar dahi néron, odontoblast, yag, kas ve kikirdak hiicresi gibi bes farkli hiicre
tipine doniisebildigini gostermislerdir. Bu ¢alismanin devaminda, dis pulpast kok
hiicrelerinin in vivo olarak, odontojenik, miyojenik (kas hiicresi) ve adipojenik (yag

hiicresi) farklilagsmalar1 da bildirilmistir (42).



Dis pulpasi mezenkimal kok hiicre (DP-MKH)’ ler, anti-inflamatuar ve immiin-
diizenleyici Ozelliktedir. Bu hiicreler, pulpa kaynakli ve dis destek dokularmnin
enfeksiyonlarinda, bagisiklik yanitinin olusumunda rol oynamaktadirlar. Allojenik
dokulara transplante edildiklerinde ise immunolojik tolerans gelisimini
uyarmaktadirlar. DP-MKH’ ler, bagisiklik sistemini baskilayic1 etkilerini T-

lenfositlerin proliferasyonunu inhibe ederek gostermektedirler (43).

Ucgiincii molar dislerden elde edilen insan dis pulpa mezenkimal kok hiicreleri
(IDP-MKH)’ lerin dentin-yapici odontoblastlar (21), osteoblastlar (44), yag hiicreleri
(21, 45), iskelet/diiz kas hiicreleri(22), endotel hiicreleri (22), kikirdak hiicreleri (41)
ve sinir hiicrelerine (22, 41) farklilasabildigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu
hiicreler, osteoblastlara 6zgii karakteristik 6zellikler de gostermistir. Bu calismalar,
dis pulpast kok hiicrelerinin mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokularin
hiicrelerine farklilagsabildigini gostermektedir. DP-MKH?” ler, bu 6zellikleriyle dentin,
periodontal doku ve kemiksi kikirdak dokularin onarilmasinda, bagisiklik sistemi,
kas hastaliklar1 ve bag doku hasarlarinin tedavisine yonelik klinik uygulamalarda

onemli bir kullanim potansiyeline sahiptir (22).

2.3.Pulpa Kuafaji

Vital pulpa tedavisi, ¢iiriik, travma, restoratif prosediirler nedeniyle bozulmamais
fakat tehlike altinda olan saglikli pulanin doku biitiinliglinii ve saglhigini stirdirmek
amactyla tanimlanan tedavilerdir. Bu tedavilerde o©ncelik dislerin vitalitesinin

korunmasidir.

Pulpa kuafaj1 olarak kullanilmasi diigiiniilen bir materyalin enfeksiyonu kontrol
edebilmesi, dentine ¢ok 1iyi baglanabilmesi, mikrosizintiyr Onleyebilmesi,
biyouyumlu olmasi, klinik olarak kolay yerlestirilebilmesi ve dentin kopriisii
olusumunu uyarabilmesi gibi birgok 6zellige sahip olmasi gerekmektedir (46). Bu
materyaller ayn1 zamanda antiseptik olmali, alkalin reaksiyon gostermeli, ciiriik
nedeniyle olusan asitleri notralize edebilmeli ve genlesme gostermemelidir. Isisal

izolasyon ve sedasyon da direkt pulpa kuafaji ajanlarindan beklenen ozellikler
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arasinda yer almaktadir (47). Yillardir bir¢ok direkt pulpa kuafaj materyali deneysel
olarak uygulanmistir (48). Bunlar arasinda, hidroksi apaptit kristalleri, mine matriks
tirevleri, rekombinant insan osteojenik proteinleri, kemik sialoproteinleri,
demineralize dentin matriksi, kalsiyum hidroksit icerikli rezinler, tetrakalsiyumfosfat
simanlar, hiyaluronik asit, biiylime faktorleri, dental adeziv sistemler ve mineral

trioksit agregat sayilabilir (49-51).

2.3.1.indirekt Pulpa Kuafaji

Pulpa dejenerasyonunun belirti ve semptomlarmin bulunmadigi, pulpaya yakin
derin ciiriik lezyonlu dislerde indirekt pulpa kuafaji Onerilmektedir. Bu tedavi
yontemi ile ¢liriiglin ilerleme hizinin azaltilmasi, dentin sklerozu ve tersiyer dentin
olusumunun stimiile edilmesi ve etkilenmis dentinin remineralizasyonunun

saglanarak pulpanin canliliginin korunmasi amaglanir (52, 53).

2.3.2.Direkt Pulpa Kuafaji

Saglikli pulpa dokusununun restoratif tedaviler smrasinda agiga ¢iktigi
durumlarda dislerin canliligini koruyabilmek amaciyla uygulanan diger bir tedavi
yontemi de direkt pulpa kuafajidir (54). McDonald ve Stanley, bilinen ilk vital pulpa
tedavisinin 1756 yilinda Philip Pfaff tarafindan perfore olmus vital pulpanin {izerine

¢ok kiigiik bir altin pargasi uygulanarak yapildigini bildirmislerdir (55).

Asemptomatik bir diste aciga c¢ikan pulpa dokusunun 1 mm’lik bir ¢ap1
gegmeyecek biiylikliikte olmasi ve oral sivilarla kontamine olmamasi direkt pulpa
kuafaj1 i¢in endikasyon olusturmaktadir. Ciiriik nedeniyle pulpanin agiga ¢iktig1 veya
kanamanin kontrol edilemedigi, spontan agri, perkiisyon ve palpasyon hassasiyeti

varligi ise direkt pulpa kuafaji islemi i¢in kontrendike durumlardir (56).

Pulpa ekspozlarinda tedavi amaciyla kullanilan materyal ve yontemlerin yani

sira bakteriyel invazyonun da tedavi basarisi iizerindeki etkisini arastiran Kakehashi
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(57), ratlarda yaptigi ¢alismada deneysel pulpa ekspozunu takip eden 8. giinde pulpa
dokusunda parsiyel, 14. giinde ise total nekroz gelisimini tespit etmistir. Arastirmaci
ayni calismada bakterisiz ortamda ekspoz edilen diglerde 32. giinde tiim pulpa
dokusunun normal ve saglikli oldugunu saptamig ve ekspoz bolgesinde dentin
kopriisii olusumu gozlemlemistir. Kakehashi ile ayni goriisii paylasan birgok
arastirmaci, herhangi bir inflamasyon veya enfeksiyon belirtisi gostermeyen diglerde
oral siwvilarla kontaminasyon nedeniyle, bakteriler ve bakteri {riinlerinin pulpa
iizerinde olumsuz etkiler olusturdugunu ve direkt pulpa kuafajinin basar1 oranini

azalttigini bildirmektedirler (58).

Direkt pulpa kuafajlarinin basarisin1 etkileyen diger bir faktér de pulpa
ekspozunun biiytikliigiidiir. Arastirmalar, direkt pulpa kuafaji uygulanabilmesi igin
ekspoz pulpa ¢apmm 1 mm ’den kiigiik olmasi gerektigini ortaya koymaktadir (52,
59). Genis perforasyonlarda, pulpa dokusundaki yaralanmanin ve kanamanin,
dolayisiyla hasarin daha biiyiik olacagi ve buna baglh olarak siddetli inflamatuar
reaksiyonlarm gelisecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan asir1 kiigiik ekspozlarda
tedavi amaciyla kullanilan materyalin pulpaya temas edememesinin de basariy1

olumsuz yonde etkiledigi belirtilmektedir (58, 59).

Dikkat edilmesi gereken diger bir durum ise, pulpal perforasyonun hangi yolla
meydana geldigidir. Yapilan retrospektif bir ¢alismada mekanik nedenlerle ekspoz
olan dislere uygulanan direkt pulpa kuafajlarinin basarismm % 92.2 oldugu
belirtilirken, bu oranm ¢iiriikle ekspoz olan dislerde % 33.3’te kaldig1 bildirilmistir
(60). Travma ve ¢iirik nedeniyle olusan perforasyon sonrasindaki pulpa
reaksiyonlarini histolojik olarak karsilastirdiklarinda, travma ile ekspoz olan grupta
clirik grubuna gore pulpada daha az inflamatuar hiicre bulundugunu tespit

etmislerdir(61).

Arastirmacilar bu sonuclarin 15181 altinda direkt pulpa kuafajinin sadece travma
ile veya mekanik nedenlerle ekspoz olan pulpaya uygulanabilecegini

soylemektedirler. Ciirlik nedeniyle ekspoz olan dislerde direkt pulpa kuafaji, pulpa
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icine sizan bakteriyel toksinlerin inflamasyon siirecini baslatabilmesi ve bu siireci

hizlandirabilmesi nedeniyle 6nerilmemektedir (52, 53, 55, 59).

2.4.Dentin Kopriisii Olusumu

Uygun kosullarda ve dogru bir kanama kontrolii sonras1 yapilan direkt pulpa
kuafaji neticesinde dentin koOpriisi yapimi baslar. Bu olusum iki safhada
incelenebilmektedir: Dentin kopriisii olusumunun erken sathalarinda pulpa kuafaj
materyaline komsu olarak olusan smir hattinin  (demarkasyon hatti) altinda
mezenkimal hiicre sayisinda artis meydana gelir. Iki-ii¢ giin igerisinde arjinofilik lif
sayisinda yogunlasma ile birlikte organize olmamis, kalin ve saglam konnektif doku

lifleri, pulpa kuafaj materyalinin altinda, ona paralel bir sekilde uzanirlar(62).

Kollajen formasyonunundaki artig 3-7. giinler arasi devam eder. Zamanla
arjirofilik lifler organize olur, kollajen sekillenir; mevcut olan hiicreden zengin
tabakanin altindaki mezenkimal hiicreler ve fibroblastlarin sayis1 yiiksek seviyelere
ulagir. Bu tabakadaki hiicreler preodontoblastlara ve prizmatik sekilli odontoblastlara
farklilagirlar. Daha alttaki arjinofilik lifler iistiin gelirler ve sinir hattma dik bir
sekilde organize olurlar (63). Sonrasinda Korff lifleri adini alan bu lifler, yayilmaya
ve kollajenin 6zelliklerini almaya baglarlar. Korff liflerinin yayilimi kollajen matriks
icindeki dilizensiz kollajen formasyonu ile birlikte devam eder. Yedi giin sonra
yiizeyel ve fonksiyon gérmeyen kapillerlerin parsiyel veya total olarak oblitere

olmaya baglamasiyla birlikte matriks daha da kalilagmistir (64).

Ikinci sathada predentin olusumunu takiben dentin kdpriisiiniin kalsifikasyonu
meydana gelmektedir. Bazi dislerde tiibiiler matriks formasyonunun aksadig:
yerlerde, primitif matriks diizensiz dentin seklinde kalsifiye olur. Fakat daha sonra
tiibiiler dentin sekillenir. Saglam dislerde, Ozellikle de acik apekslilerde tiibiiler
predentin olusumu 2 haftaya kadar uzayabilmektedir. Bir ay sonra koprii, koronal
tarafta hiicresel igerikle beraber diizensiz osteodentin benzeri bir yapidan, pulpal
tarafta odontoblastlarla birlikte predentin hattindan olusmustur. Ug ay sonrasinda ise

dentin kopriisii iki tabakadan olusmaya baslar. Bu tabakalardan biri koronaldeki
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diizensiz tiibiil ve hiicresel icerikli dentin benzeri doku, digeri ise canli pulpaya en
yakin konumdaki predentin, yogun kollajen fibrilleri ve hiicresel uzantilardir (Tomes
fibrilleri) (64). Dentin kopriisii olusumunda meydana gelebilecek bir komplikasyon,
tinel defektleri (65) ve tamamlanmamis dentin kopriisi olusumu (66-69) ile
sonuglanabilmektedir. Bu istenmeyen durumlar bakteriyel mikro sizintiya ve pulpal
nekroza ortam hazirlamaktadirlar (70). Arastirmacilar bu tiir komplikasyonlarin
gelismemesi ve tamamlanmis dentin kopriisii olusumu icin pulpa kuafaj materyalinin
dogru secilmesinin yani sira sadece kiigiik pulpa ekspozlarinda bu tedavinin
secilmesini (71) ve kavite igindeki debrisin mutlaka uzaklastirilmasi gerektigini

belirtmislerdir (72).

2.5.Kuafaj Materyallerinin Dentin Pulpa Kompleksi Uzerine Etkileri

Bugiine kadar, kalsiyum hidroksit (10, 73), ¢inko oksit 6jenol, cam ionomer
siman, rezin adezivler (74), hidroksiapatit kristalleri (75, 76), trikalsiyum fosfat ve
mineral trioxide aggregat (MTA) (77) gibi materyallerle dentin dokusu onarilmaya
calisilmistir. Ancak dentin benzeri sert doku olusum mekanizmas: hala
bilinmemektedir. Son zamanlarda bu mekanizmanin anlagilmasi amaciyla, osteojenik
ve odontojenik proteinler gibi biyolojik aktif molekiiller incelenmektedir (78, 79).
Boylece dis pulpasindaki hiicresel yanitla beraber, dis olusum evresinin
baslangicindaki dentin yapimi, laboratuar ortaminda goézlemlenerek ¢6ziilmeye
ugrasilmaktadir. Artik dentin olusumu swrasinda ortamda bulunan indiikleyici

faktorler ve maddeler de dnem kazanmustir.

Bir disin canliligini siirdiirmesi, fonksiyon gorebilmesi agisindan oldukga
onemlidir. Pulpanin yaralanmasi, istenmeyen doku kayiplarina sebep olmaktadir.
Aragtiricilar yillardir pulpanin korunmasi igin zarar goren dentin dokusunun tamirini

saglamaya ugragsmaktadir (80).

Direkt pulpa kuafajlarinda pulpa dokusu iizerine siklikla kalsiyum hidroksit
(Ca(OH) ) iceren ve hizli sertlesme 6zelligi olan patlar yerlestirilmektedir. Ancak bu
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materyallerin dentin yiizeyine zayif baglandiklari, mikrosizintiyr 6nleyemedikleri ve
bir siire sonra restorasyon altinda c¢oziindiikleri goriilmistir (81, 82). Ayrica

kalsiyum hidroksit altinda olusan dentin kopriilerinde tiinel defektleri olabilecegi
bilinmektedir (56).

Bu nedenlerle kalsiyum hidroksite alternatif olabilecek materyaller konusundaki
arayislar son yillar iginde hiz kazanmistir. Arastirmacilar ideal bir pulpa kuafaj
materyalinin yaralanmis pulpanin bakteriyel kontaminasyonunu onleyebilmesi ve
aynit zamanda da reperatif dentin olusumunu tesvik edici dentinojenik 6zelliginin

bulunmasi gerektigini belirtmektedirler (83).

Mineral Trioksit Agregat (MTA) kalsiyum hidroksite alternatif olarak
gelistirilmig; yiiksek fiziksel dayanima sahip olduk¢a popiiler bir biyomateryaldir.
Mineral trioksit agregat bakteriyel sizintiyr engelleyebilmesi, oldukc¢a biyouyumlu
bir materyal olmasi ve rezorbe olmamasi nedeniyle siit ve daimi dislerdeki vital
pulpa tedavilerinde de basariyla kullanilmaktadir (84). MTA’ nin Kkalsiyum
hidroksite benzer sekilde alkali 6zelliginin olmas1 nedeniyle, pulpa hiicrelerindeki
dentinojenik potansiyeli agiga ¢ikardig: diistiniilmektedir (85). Bu bilgilerin 1s181inda
MTA’nin dentinojenik olaylar1 diizenleyebilen, biyolojik olarak aktif bir substrat

oldugu goriilmektedir.

MTA son yirmi yil i¢ginde dogrudan pulpa kuafaj malzemesi olarak tercih edilir
hale gelmistir(86). In-vivo ve in-vitro ¢alismalar MTA ile ortiilmiis ekspoze alanlar
altinda, dentin-kopriisii olusumunu gdstermistir. Ancak MTA' nin da uzun sertlesme
zamani, dis dokusunda renklenme yapmasi, kullanim zorlugu gibi sakincalar1 vardir.
Bu smirlamalardan bazilarmin iistesinden gelmek i¢in son zamanlarda diger biyoaktif

trikalsiyum silikat simanlar da piyasada tanitilmistir (87).

Bu materyallerden biride Septodont, (St. Maur des Fosses, Fransa) tarafindan
tiretilen Biodentine' dir. Aktif biosilikat teknolojisi ile biyoaktif bir dentin ikamesi
olarak pazarlanmaktadir. Malzeme, ig¢inde tozu Ve likiti olan kapsiil seklindedir. Toz

cogunlukla dikalsiyum silikat (Ca;SiO4) kalsiyum karbonat (CaCOs), zirkonyum
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oksit (ZrOz) ve trikalsiyum silikat (CasSiOs)’ tan olusmaktadir. Likitinde su,
kalsiyum klorid (CaCl,) ve modifiye edilmis polikarboksilat igerir (88). MTA gibi,
Biodentine de aslinda trikalsiyum silikat siman gibi biyoseramikler denilen biyoaktif
maddelerin oldugu biiylik gruba aittir. Trikalsiyum silikat simanlari, dentin-
minerallestirici 6zellikleri ile direk pulpa kuafaji icin dolgu materyalleri olarak
kullanilabilir (89). Bu yeni trikalsiyum silikat siman restoratif dis hekimligi i¢in
yikksek mekanik ozelliklere sahiptir ve erken pulpa mineralizasyonunu uyardigi
goriilmiistiir (90). Ayrica bu simanm dental pulpa kok hiicrelerinin ¢ogalmasmi ve

farklilasmasini tesvik ettigi de rapor edilmistir (91).

Son nanoteknolojik gelismeler sayesinde biyoseramikler, sagladigi tiim
faydalarla birlikte kok kanal tamirinde, apikal retrograd dolgularda, apeksifikasyon
ve vital pulpa tedavilerinde de kullanimlar1t miimkiin olmustur. Bu faydalardan ilki
biyoseramiklerin fiziksel 6zellikleri ile ilgilidir. Biyoseramikler biyolojik olarak son
derece uyumludurlar, toksik degillerdir, kullanimlar1 sonrasinda biiziilme
gostermezler ve kimyasal olarak stabildirler (92). Bir biyoseramik olan
BioAggregate (Innovative BioCaramix Inc, Vancouver, BC, Kanada), su bazl bir
simandir. Biyouyumlu seramik nano partikiillerden olusan bir materyaldir (93).
BioAggregate’in igerifi ¢ok sayida sentetik bilesenlerin karisimindan olusur
(kalsiyum silikat hidrat, kalsiyum hidroksit, hidroksiapatit, tantal oksit ve amorf
silikon oksit). Uretici firma dokular icin toksik etkilerini azaltmak amaciyla

aliminyum igermedigini iddia etmektedir (94).

BioAggregate piyasaya siiriilen ilk nanopartikiilli tamir simanidir. Kullanim
endikasyonlar1 beyaz MTA ile aynidir. MTA’da kullanilan bizmut oksitten ziyade
BioAggregate’e radyopaklik saglamak i¢in, tantal pentoksit kullanilmistir (95).

BioAggregate tek kulanimlik toz (1g’lik paket) ve likitlerden (0,38ml’lik kapsiil)
olusur. Likit deiyonize sudur. Calisma siiresi 5 dakikadir. Materyal karisimdan 5

dakika sonra dehidrate olup kurumaya baslar. Sertlesme siiresi ise 4-72 saattir
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Mineral trioksit agregat Portland simanindan modifiye edilmistir. MTA® (MM
MTA) (Micro Mega, Besanc on, Fransa) yine bir alternatiif perforasyon tamir
materyali olark piyasaya ¢ikmistir. Yeni bir materyal oldugu i¢in yaymlanmis pek az
calisma vardir. MM MTA igerigine CaCOg3 eklenmesi nedeniyle calisma siiresi

kisadir kendi ekipmanlar1 ile kullanimi pratiktir.

Trikalsiyum silikat esasli olarak bilinen BioAggregate iyi biyouyumluluk
gosterdigi ve mineralize doku olusumu uyaran potansiyele sahip oldugu
bildirilmektedir. MM MTA ve BioAggregate, perforasyon onarimi ve pulpa kuafaj
gibi ayni endikasyonlara sahiptir. Her iki malzeme de toz ve likit formundadir (96-

98).

TheraCal (Bisco Inc, Schamburg, IL, ABD) direk ve indirek kuafaj kulanimi
icin tasarlanmis 1sikla sertlesen yeni bir rezinle modifiye kalsiyum silikat
dolduruculu kaide / astar materyalidir. Icerigi yaklasik % 45 mineral madde (tip 111
Portland simani), % 10 radyoopak bilesen, % 5 hidrofilik bir yogunlastirma maddesi,
ve yaklasik % 45 rezin ihtiva eder (99). Materyalin rezin igerigi tiretan dimetakrilat
(UDMA), bisfenol A-glisidil metakrilat (BisGMA), trietilen glikol dimetakrilat
(TEGDMA veya TriEDMA ) gibi hidrofobik bilesenden ve hidroksietil metakrilat
(HEMA) ve polietilen glikol dimetakrilat (PEGDMA) gibi hidrofilik bir bilesenden
olusur (99). TheraCal iyi sizdirmazlik 6zelliklerine sahiptir ve immortalize edilmis

odontoblast hiicreleri tarafindan iyi tolere edilmistir (100).

2.6.Biyouyumluluk

Biyolojik uyum; canli doku igerisine yerlestirilen bir restorasyon veya implantin
cevresindeki yumusak ya da sert dokuda herhangi bir etkiye ve fakliliga yol agmadan
tepkisiz kalabilmesidir (101). Bu durum bir biyomateryalin herhangi bir olumsuz
konak cevabini olusturmamasini, materyalden herhangi bir iiriiniin salinmamasini,
yeni bir {riiniin olugmamasmi veya materyalin lokal veya sistemik olarak
karsinojenik olmamasmi gerektirmektedir (101). Biyolojik uyum bir materyalin

duragan degil siirekli olarak doku icerisinde kaldig1 miiddet¢e devam etmesi gereken
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bir 6zelligidir ve biyolojik olarak uyumlu olabilmesi i¢in konagin, materyalin ve
materyalden beklenen fonksiyonun uyum igerisinde olmasi gerekmektedir (102,
103). Tam tersi durumda biyolojik uyumu olmayan malzemeler dokuda degisik
reaksiyonlara neden olurlar(104). Doku ile temas halinde, normal metabolizmay1 ve
fizyolojik isleyisi degistirebilirler. Dokularda fiziksel veya kimyasal -etkilere,
hiicrelerde dejenerasyon, 6lim ve nekroza neden olabilirler (101). Tim bu bilgiler
1s18inda  bir materyalin agiz ortaminda kullanilmasi i¢in biyouyumlu olmasi

kagmilmazdir (105).

2.6.1.Pulpa Kuafaj Materyallerinde Biyouyumluluk

Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin; tipine, uygulandigi bolgeye ve
fonksiyonuna baghdir. Biyouyumluluk bir materyalin canli dokular ile temas halinde
iken sistemik ve lokal toksisite, alerjik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi doku
reaksiyonlar1 olusturmamasidir (103). Bir materyalin biyolojik uyumlulugu bu
maddeden ¢Oziinme ya da asmnma sonucu agia ¢ikan bilesenlerle belirlenir. Bu
bilesenler hiicrelere zarar verebilir ya da belirli hiicrede sentezlenmesini uyarabilir ve
iltihapsal reaksiyon olusmasina neden olabilirler. Benzer sekilde proteinlerin
yiizeyde birikmesi ya da absorbe edilmesi veya materyalle ekstraseliiler matriksin
etkilesimi bir materyalin biyolojik davramiglarmi belirlemede ¢ok onemli bir rol

oynar (104).

Dis hekimliginde kullanilan malzemelerin biyouyumluluk kriterleri su sekilde

siralandirilmstir: (106)

e Pulpa ve yumusak dokulara zararli olmamahdir.

e Dolasim sistemine salinarak ve diflizyon yolu ile absorbe edilerek sistemik
toksik cevaba yol agan toksik maddeler icermemelidir.

e Potansiyel olarak alerjik bir cevap olusturma olasiligi olan ajanlar
bulundurmamaldir.

e Karsinojenik potansiyeli olmamalidir.
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Dental materyallerin biyolojik olarak incelenmesinde cok sayida yontem
kullanilmaktadir. Bunlar 1982 yilinda FDI (Uluslararas1 Dishekimligi Birligi), ISO
(Uluslararast Standardizasyon Organizasyonu) ve ADA tarafindan ii¢ grupta

smiflandirilmastir.

e in vitro deneyler (birincil ya da eleme testleri),
e in vivo hayvan deneyleri (ikincil testler),

e Insanlarda klinik calismalar

In Vitro Testler (Birincil ya da Eleme Testleri)

Agiz igi test, karin i¢i test, soluma testi, hemolizis testi, ames testi, styles testi,

dominant letal testi ve sitotoksisite testleridir.

2.6.2.Sitotoksisite

Dis hekimliginde kullanilan materyallerden salinan maddeler, agiz mukozasi, dis
eti, pulpa, alveol kemigi gibi uygulandiklar1 bolgeye komsu dokularda lokal toksisite

reaksiyonuna neden olabilirler (107).

Toksisite bir materyalin kimyasal olarak biyolojik sisteme zarar vermesi
seklinde tanimlanmaktadir. Biyolojik sistemde meydana gelen zararlar lokal ve
sistemik olarak iki sekilde olusmaktadir. Lokal toksisitede reaksiyonlar materyalin
uygulandig1 alanda olusurken sistemik toksisitede reaksiyonlar uygulanan alandan

farkli bolgelerde meydana gelmektedir (103).

Gilinlimiizde yeni bir materyalin insanlarda uygulanmadan 6nce genis kapsamli
testler ile biyouyumlulugunun degerlendirilmesi gerekmektedir. Yeni bir materyalin
biyolojik olarak kabul edilebilirligini saptamak icin giiniimiizde c¢esitli testler
kullanilmaktadir (108). Tek bir test metodu, materyale bagh olarak gelisen cesitli

reaksiyonlar igerisinden yalniz bir tip reaksiyonun saptanmasi i¢in uygulanir. Test
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metotlarinin her biri meydana gelen reaksiyonlarin tek bir agidan degerlendirilmesini
saglar. Ornegin hiicre kiiltiir testlerinde materyalin etkisi izole edilen hiicrelerde
saptanmaktadir. Materyallerin biyolojik Ozelliklerinin test edilmesine genellikle
hiicre kiiltiirlerinin  kullanildigr basit in vitro test yontemleri ile baslanir.
Degerlendirmelere daha pahali ve uzun zaman gerektiren hayvan testleri ile devam

edilir (107).

In vitro sitotoksisite testlerinde; doku kiiltiirleri, organ kiiltiirleri, hiicre kiiltiirleri
ve hiicre organelleri kullanilabilmektedir. Dental materyallerin sitotoksisite testleri
icin en fazla kullanilmakta olan biyolojik sistemler, kiiltiir hiicreleridir. Kiiltiir
hiicreleri ya ticari olarak kiiltiirlerden elde edilen hiicrelerden olusabilir ya da

organizmalardan elde edilen doku pargalarindan derive edilebilirler (109).

In vitro testlerin diger biyouyumluluk testlerine gére gesitli avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Hizli bir sekilde uygulanmasi, hayvan ve insan deneylerine
gore daha ucuz olmalari, standardize edilebilmeleri avantaj olarak sayilabilir.
Dezavantaj olarak bu testlerin agiz ortami gibi karmasik biyolojik ortamlarmn ve
dokular iizerinde materyallerin meydana getirecegi etkinin bu testler ile saptanan

sonuglarla tamamen uyusmamasi olarak agiklanabilir (108).

2.6.3.Hiicre Kiltiiri

Hiicre kiiltiirleri, hiicre yapisimin, fizyolojik 6zelliklerinin, hiicrelerdeki patolojik
degisikliklerin, ¢ogalma ve tamir mekanizmalarinin degerlendirilmesinde

kullanilmaktadir (108).

Materyallerin sitotoksik etkilerini arastiran deneylerde insan ve hayvanlardan
derive edilmis hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirleri sayesinde canli
dokularin viicut disinda yasatilabilmesi, siirekli {iretilmesi ve gelisimi taklit edilmis
olur. Bireysel faktorlerden etkilenmez, tekrar uygulanabilir, ara asamalarda kolay

kontrol edilebilir ve hayvan deneylerinde oldugu gibi canli varliklar 6ldiiriilmez. Bu
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nedenlerle kullanimlari olduk¢a yaygindir. Fakat hiicre kiiltlir testleri yalnizca
baslangi¢ asamadaki sitotoksisiteyi gOstermekte, malzemenin uzun siire doku ile
temasta oldugu durumlarda toksisitenin ne diizeyde olacagi hakkinda bilgi

verememektedir (110).

Hiicre kiiltiirii yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in
vitro kosullarda yasama ve iiremelerini saglamaktir. Tiip, sise gibi laboratuvar
gereglerinde uygun besleyici sivilarmm iginde iiretilerek kullanilan canli dokulardir.
Bu amagla canlilarin ¢esitli dokular1 dnce parcalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar.
Bu hiicreler gesitli tuzlar, tampon maddeleri, aminoasitler, vitaminler, dana veya kegi
serumu igeren besleyici sivilarda siispanse ederek steril tiip veya siselere koyulur. Bu
hiicre siispansiyonu 36 °C’de bekletildiginde hiicreler kabin ceperine yapisarak

iirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir (110).

Dental malzemelerin biyolojik uyumunun saptanmasinda kullanilan hiicre
kiiltlirii teknikleri organ veya doku baglantisini temsil etmez. Dental dokulara ait
kiiltiirler, bagimsiz tniteler olarak morfolojileri, DNA ve protein sentezleri gibi tek

tek hiicresel diizeyde degerlendirme i¢in kullanilirlar(111).
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3.GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasinda dis hekimliginde kullanilan pulpa kuafaj materyallerinin,
odontojenik besiyerinde insan dis pulpasi mezenkimal kok hiicreleri iizerinde
odontojenik  farklilasma ve sitotoksisite yOniinden etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir.

Bu calisma ii¢ asamada gergeklestirildi.

e Kok hiicrelerin ¢ézdiiriilmesi ve proliferasyonlari.

e Test materyal 6rneklerinin hazirlanmasi.

e Sitotoksisite ve odontojenik farklilagtirma testlerinin yapilmasz.

Sitotoksisite testi i¢in Water Soluble Tetrazolium-1(WST-1) testi, odontojenik
farklilagsmay1 incelemek i¢in de Alkalen Fosfataz (ALP) aktivitesi testi yapildi. Kok
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in uygunlugu test edilmis
steril ve tek kullanimlik hiicre kiiltlirii malzemeleri kullanildi ve islemler laminar
akigh steril kabinde, steril kosullar altinda gergeklestirildi. Kontaminasyonun
Onlenmesi amaciyla; yapilan ¢alismalar, bone, maske ve pudrasiz cerrahi eldivenler

kullanilarak, asepsi kosullarina uygun sekilde gerceklestirildi.
3.1.Kok Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Proliferasyonlar

Dental kok hiicreleri ile calismalarin gercgeklestirilebilmesi i¢in dncelikle bu

hiicrelerin izolasyonu ve tanimlanmasi gerekmektedir.

Ulkemizde ¢ok az sayida merkezde kok hiicrelerin izolasyonu yapilmaktadir. Bu
projede kullanilacak dis pulpasi kaynakli kok hiicreler, kok hiicre izolasyonu
konusunda deneyimli olan Prof Dr. Erdal KARAOZ damsmanliginda Kocaeli
Universitesi, Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Uygulama Merkezi (KOGEM )’nde izole

edilip karakterizasyonu yapilmis ve uygun saklama kosullarinda depolanmugtir.
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Sekil 3. 1. KOGEM’ de bulunan laminar akish steril kabin.

3.1.1.Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Cozdiiriilmesi

Dis pulpasindan elde edilen MKH’ler, her pasaj sonrasi donduruldu, -196 °C’ de
sivi nitrojen tankina alinarak saklandi. Dondurma islemi oncesinde, hiicre kiiltiir
flasklarinin yiizeyini % 70-80 oraninda kaplayan hiicrelere, tripsinizasyon islemi
uyguland1 yapisan hiicrelerin kaldirilmasi saglandi ve ardindan santrifiij edildi.
Onceden hazirlanmis olan % 60 DMEM-LG, % 35 FBS ve % 5 dimetilsiilfoksit
(DMSO) igeren soliisyon, tiiplere damlalar halinde eklendi, hiicre peleti ile
karistirildi, pipetle homojenize olmasi saglandi. Her kriyotiipe bu siispansiyondan 1
ml konuldu. Kriyotiipler -80 °C” de 24 saat bekletilip ardindan siv1 nitrojen tankia

alind1.

Dis pulpast kokenli mezenkimal kok hiicrelerin - ¢ozdiiriilmesi  ve

proliferasyonlart KOGEM tarafindan yapildi.

Bu tez ¢alismasinda 3. pasajdaki hiicreler kullanildi. PO, P1 ve P2’ de hiicreler
kiiltiir kab1 tabanin1 % 70-80 oraninda dolduruldugunda pasajlama islemine ge¢ildi.
Laminar akish steril kabinde, 75 cm? lik hiicre kiiltiir flasklar, (T-25 kiiltiir
kaplarina) besi ortami ve yapismayan hiicreler uzaklastirildiktan sonra, Ca** ve Mg*?
icermeyen 5 ml PBS (fosfat ile tamponlanmis soliisyon) ile flask yiizeyleri yikandi. 3
ml % 0,25 tripsin-EDTA (Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) soliisyonu ilave
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edilerek, 2-3 dk CO; inkiibatore alindi. Yapisan biitiin hiicrelerin ylizeyden ayrildigi
mikroskopta gozlendikten sonra, tripsinin inaktivasyonu i¢in, 5 ml besi ortami
flasklara eklendi. Daha sonra hiicreler 15 mI’lik konik tabanli tiiplere alind1 ve 1300
rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Isik mikroskobunda hiicre sayimi gergeklestirildi.
Uygun oranda besi ortamuyla seyreltilerek, 0,5x10° hiicre yogunlugunda 75 cm? lik
hiicre kiiltiir flasklarina (T-75 kiiltiir kaplarma) ekildi.

Sekil 3. 2. A)Faz kontrast mikroskobu, B) Kiiltiir ortaminda ig sekilli dis pulpas1 kok

hiicrelerinin faz kontrast mikroskop goriintiisii.

3.2.Test Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada Tablo 3. 1.” de markalar1 ve iiretici firmalar1 verilen farkli tipteki
pulpa kuafaj materyalleri kullanilarak, bu materyallerden ALP enzim aktivitesi testi
ve WST-1 testi icin, hiicre kiltiirii testlerinde kullanilmak tizere 5 X 2 mm
boyutlarindaki 6zel olarak hazirlanmis teflon kaliplardan her materyalden en az 18
adet olmak iizere standart diskler hazirlandi. Diskler 24 saat nemli ortamda oda
sicakliginda bekletildi. Diskler kiiltlir ortamima konulmadan 6nce UV 1sik altinda
sterilize edildi.



Diskler tiiretici firmanin tavsiyelerine gére hazirlandi.
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Sekil 3. 3. Calismada kullanilan kuafaj materyalleri ve 5x2 boyutunda hazirlanmig

diskler.

Tablo 3. 1. Tez ¢alismasinda kullanilan kuafaj materyalleri.

Test Materyalleri

Icerik

Uretici Firma

Biodentine

TheraCal

BioAggregate

MM MTA

Dikalsiyum silikat, Kalsiyum karbonat,
Zirkonyum oksit ve Trikalsiyum silikat Likiti
(su, kalsiyum klorid ve modifiye edilmis
polikarboksilat )

Portland siman1 Tip 1. Polietilen glikol
dimetakrilat., Baryum zirkonat

Monobazik kalsiyum fosfat, Tantal pentoksit,
Amorf silikon oksit, Trikalsiyum silikat,
Dikalsiyum silikat, likit(iyonize su)

Modifiye Portland Siman, Kalsiyum Kabonat
(CaCO3)

Septodont, Saint Maur des
Faussés, Fransa

Bisco Inc, Schamburg, IL,
ABD

Innovative BioCeramix
Inc. Vancouver, Kanada

MicroMega, Besancon,
Fransa
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3.3.Sitotoksisite ve Odontojenik Farkhlastirma Testlerinin Yapilmasi

3.3.1.Test Materyallerinin Sitotoksisitesinin WST-1 Canhlik Testi Tle
Belirlenmesi

Bu yontem hiicre ¢ogalmasinin tayini i¢in yapilir. Bu yontem ile hiicrelerin
mitokondrial aktiviteleri 6lgiiliir. Hiicreler bir kolorimetrik substratla birlikte inkiibe
edilir. Kolorimetrik ydntem i¢in kullanilan temel parametre canli hiicrelerin
metabolik aktiviteleridir. Tetrazolium tuzu (WST-1) hiicre proliferasyonu ve
canliligint belirlemede kullanilir. Tetrazolium tuzunun sadece metabolik aktivitesi
olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara indirgenmesinden dolay1 bu yontemle
sadece canli hiicreler saptanir. Canli hiicreler igerisinde WST-1 renkli formazan
tuzuna indirgenir. Formazan’in miktar1 mikroplaka okuyucu (Microplate Reader,
VersaMax, Molecular Device, ABD)’ da besiyerinin 480 nm deki absorbansi ile
belirlenir.

— 19.11.2018 3:16

Sekil 3. 4. Monokromatik sistemli mikroplaka okuyucu.

Insan dis pulpasi kokenli mezenkimal kok hiicreleri (iDP-MKH) 3.pasajda (P3)
12 kuyucuklu kiiltiir kaplarma (BD Biosciences Discovery Labware, CT,ABD) 3x10*
hiicre/cm? olacak sekilde ekildi ve 1 gece yiizeye yapismalari igin 37 °C’ de ve % 5
CO; igeren inkiibatorde (Sanyo, Etten Leur, Hollanda) beklendi. Steril ortamda
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kuafaj materyallerinden hazirlanmig olan diskler (Biodentine, MM MTA,
BioAgregate ve TheraCal), iki tarafida UV’de (Laminar akish steril kabin (Class 11,
Heraus, Hanau, Almanya)) 20’ ser dakika sterilize edilmistir. Kuafaj materyalleri
iIDP-MKH f{izerine yerlestirilmis ve %10 fetal sigir serumu (FBS; Gibco Invitrogen,
Grand lIsland, ABD), %0,2 primosin(Invivogen, San Diego, ABD) igeren diisiik
glikozlu DMEM (DMEM-LG [Dulbecco's Modified Eagle's Medium- Low
Glucose]) hiicre kiiltiirii vasat1 (Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) besiyerinde
inkiibatorde kiiltiire edildi. Kontrol grubu olarak materyallerle muamele edilmeyen
iDP-MKH kullanildi. Disklerin hiicreler iizerine yerlestirilmesini takiben 1., 4., 7. ve
14. gilinlerin sonundaki hiicre canliligini ve toksisiteyi belirlemek amaciyla WST-1
testi yapildi. Kuafaj materyalleri hiicrelerin {izerinden alindiktan sonra 1:10 (100ul
besiyerine 10ul WST-1 boyasi) oraninda WST-1 Cell Proliferation Assay Reagent
(Roche) eklendi. Uygun kosullarda (37 °C’ de,% 5 CO; igeren inkiibatérde; Sanyo,
Etten Leur, Hollanda) 2,5 saatlik inkiibasyonun ardindan, absorbanslar 480 nm dalga
boyunda Monokromatik sistemli mikroplaka okuyucu kullanilarak okutuldu.

Sekil 3. 5. CO; inkiibatdr.
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3.3.2.0dontojenik Farkhlasmanin Degerlendirilmesi

Odontojenik farklilastirma igin kiiltiir kabinin cm®’ sinde 3x10” hiicre olacak
sekilde ekilen iDP-MKH kullanildi. Pasaj 3° de iDP-MKH’ ler 12 kuyucuklu (BD
Biosciences Discovery Labware, CT, ABD) kiiltiir kaplarina ekildi ve % 70-80
oraninda yiizeyi kapladiginda odontojenik indiiksiyon besiyeri olarak 100 nM
deksametazon (Fluka, Sigma Aldrich, Buchs, isvicre), 0.05 pM askorbat-2-fosfat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), 10 mM B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD), %0,2 primosin (Invivogen, San Diego, ABD) ve %10 FBS
(Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) igeren LG-DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium- Low Glucose) kullanildi. Kiiltiir ortaminda hiicreler 2 hafta
boyunca inkiibe edildi ve haftada ti¢ defa besiyerleri degistirildi. Kontrol grubu
olarak ayni besiyerinde ancak materyallerle muamele edilmemis iDP-MKH
kullanildi. Odontojenik farklilasmanin 1., 7. ve 14. giinlerinde ALP enzim aktivitesi
belirlendi. BCA yontemi kullanilarak toplam protein konsantrasyonu hesaplandi ve

ALP aktivitesi mg protein miktarma oranlandi.
ALP Aktivitesi Tayini

Alkalen fosfataz enzimi osteoblastlar tarafindan kemik olusumunun erken
evrelerinde salgilanan ve kalsiyum fosfat minerallerinin hiicre dis1 ortamda birikmesi
icin gerekli olan bir enzimdir. Bu c¢alismada IDP-MKH’ leri diskler iizerine
ekildikten sonra odontoblastlara farklilasma besiyeri i¢inde biiyiitiildi ve 1., 7. ve 14.
giin sonrasinda hiicreler tarafindan salgilanan ALP enzim aktivitesi belirlendi. Bu

degerler 6rneklerin karsilastirilmasi i¢in kullanildi.

Bu amagla hiicreli diskler 6nce fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikand1 daha
sonra da total protein Mammalian Protein Extract Reagent (M-PER) (Thermo

Scientific) ile ayristirildi.
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Sekil 3. 6. Calkalamali su banyosu.

Odontojenik indiikksiyonun 1., 7. ve 14. giinlerinde ALP aktivitesi tayini
gergeklestirildi. Bu amagla hiicrelerin iizerindeki besi ortami uzaklastirilarak iki kere
PBS (DPBC; Ca?> Mg? free, Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) ile yikandiktan
sonra hiicre kaziyicis1 kullanilarak hiicreler kaldirildi. Hiicre peletinin {izerine
Mammalian Protein Extract Reagent (M-PER) (Thermo Scientific, Rockford, ABD)
eklendikten sonra 5 dakika ¢alkalamali su banyosunda (Niive ST 402) bekletildi ve
14000 rpm’ de 5 dakika sogutmali santrifiij (Universal 320 R, Hettich, Almanya)
yapildiktan sonra total protein igeren siipernatant baska bir tiipe alinarak -80 °C’ de
dondurularak(Sanyo, Etten Leur, Hollanda; MDF-U5386S Model) saklandi. Tim
gruplarin toplam protein izolasyonlar1 gergeklerstirildikten sonra ALP aktivitesi
tayini i¢cin 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma (BD Biosciences Discovery Labware, CT,
ABD) protein soliisyonlar1 25 pl eklendi ve tizerine p-Nitrophenyl Phosphate Liquid
Substrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 200 pl eklenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda absorbanslar 405 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu (VersaMax Microplate Reader Molecular Devices) kullanilarak

okutuldu. Absorbanslar toplam protein miktarina (mg) oranlandi.
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Sekil 3. 7. Sogutmali santrifiij.

Protein Miktar Tayini

Toplam protein miktar1 Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak tayin edildi. Daha énce -80 °C’ de
saklanan toplam protein soliisyonlar1 ve hazirlanan BSA (Bovine Serum Albumin,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) standartlar1 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 25
pl eklendi. Kitin talimatlarina gore hazirlanmis calisma soliisyonundan 200 pl
eklenerek inkiibatorde 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda VersaMax
Microplate Reader protein quantification BCA Assay analiz sistemi kullanilarak pg

protein miktarlar1 belirlenmistir.

3.4.Verilerin degerlendirilmesi

Verilerin degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics 13.0 (SPSS, Chicago, IL, ABD)
paket programi kullanilarak yapildi. Veriler, tanimlayict istatistikler (ortalama,

standart sapma) ile 6zetlendi.



4. BULGULAR

4.1.WST-1 Testi Bulgular
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Kullanilan kuafaj materyalleri ile ortak kiiltire edilen insan dis pulpasi

mezenkimal kok hiicrelerinin (IDP-MKH), WST-1 canlilik testi sonucundaki hiicre

canlilik degerleri Tablo 4.1” de gosterilmektedir.

Tablo 4. 1. DP-MKH iizerinde sitotoksik etkisi incelenen materyallerin 1,4,7 ve 14.

giiniin sonunda elde edilen hiicre canlilik degerleri.

Test materyalleri OrttSS
1.Giin 4.Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 1,75+0,48 2,09+0,01 2,29+0,05 1,83+0,12
Biodentine 1,50+0,41 1,90+0,10 2,10+0,14 1,33+0,26
MM MTA 1,57+0,54 1,91+0,14 1,97+0,08 1,53+0,14
BioAggregate 1,70+0,22 1,83+0,07 2,12+0,05 1,44+0,18
TheraCal 1,87+0,13 0,19+0 0,20+0 0,14+0

Tablo 4. 1. incelendiginde 1. giinde kuafaj materyalleri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda en fazla canli hiicrenin TheraCal gurubunda, en az canli hiicrenin

ise Biodentine gurubunda oldugu goriilmiistiir. 4. giin yapilan 6l¢iimlerde kontrol

gurubuna gore en fazla canli hiicre MM MTA gurubunda en az canli hiicre ise

TheraCal gurubunda 6l¢iilmiistiir. 7. giine gelindiginde kontrol gurubuna gore sayica

en fazla canli hiicre BioAggregate gurubunda en az canli hiicre ise yine TheraCal

gurubunda goriillmiigtiir. 14. giin yapilan Ol¢limlerde ise tiim gruplarda hiicre

Oliimlerinde artig goriilmiistiir. Bununla birlikte kontrol gurubu ile karsilastirildiginda

en fazla canli hiicre MM MTA gurubunda en az canli hiicre ise TheraCal gurubunda

gozlenmistir.
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Absorbans

1.Gln 4.Gln 7.Gin 14.Gln

HBiodentine EMMMTA  LiBioAggregate  WTheraCal W Kontrol

Sekil 4. 1. DP-MKH”’ lerinin test materyalleri ile 1, 4, 7 ve 14 giin siiresince ortak

kiiltiirii sonrasinda gergeklestirilen WST-1 testi sonuglarinin grafiksel gosterimi.

Sekik 4.1° e bakildiginda 4. giin tiim materyallerin ¢ogalan hiicre sayilarmnin
kontrol grubuna goére daha az oldugu goriilmektedir. 7. giinde yapilan dl¢limlerde
tiim materyallerin kontrol gurubu ile karsilastirildiginda hiicre sayilar1 daha azdir.
Ancak Biodentine ve BioAggregate gruplarinda Olgiilen hiicre canlilik degerleri
birbirlerine yakindir. 14. giinde hiicre 6liim oranmi1 en fazla olan Biodentine olarak
gozlenmektedir. TheraCal grubunda deneyin 4. giiniinden itibaren hiicre sayilari
diger materyallerden daha az bulunmustur . Bu sonuglara gore TheraCal hiicre
cogalmasmi daha fazla engellemis ve ayni zamanda hiicre sayisinda diisiise neden

olmustur.

WST-1 testi sonuglarma gore test materyalleri arasinda hiicre sayilarinda en
fazla azalmaya neden olan 4. giinden itibaren TheraCal olarak gozlemlenmistir.
Diger kuafaj materyalleri birbirlerine yakin degerlerde hiicre canlilig1

gostermiglerdir. TheraCal haricindeki diger kuafaj materyalleri gruplarinda hiicre
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cogalmast gozlenmistir. Fakat hi¢ bir kuafaj materyali kontrol gurubundan fazla

oranda hiicre ¢ogalmasina neden olmamastir.

4.2. ALP Aktivitesi Bulgulan

DP-MKH?” lerinin kuafaj materyalleri ile odontojenik besiyeride 14 giin boyunca
ortak kiiltiirinii takiben sert doku olusturabilme 6zelliklerinin incelenmesi igin ALP

enzim aktivitesi testi uygulandi.

Tablo 4. 2. DP-MKH?’ lerinin 1,7 ve 14. giiniin sonunda test materyalleri etkisiyle
gosterdikleri ALP aktivite degerleri.

Test materyalleri Ort.£SS
1.Giin 7.Giin 14.Giin
Kontrol 0,40+0,01 0,75+0,09 1,96+0,4
Biodentine 0,44+0,03 0,33+0,07 0,43+0,07
MM MTA 0,40+0,07 0,47+0,08 0,38+0,05
BioAggregate 0,43+0,06 0,56+0,26 0,87+0,58
TheraCal 0,43+0,04 2,78+0,31 2,41+0,3

Tablo 4.2. incelendiginde 1. giin yapilan 6l¢iimlerde kontrol gurubuna gére ALP
aktivite degeri en fazla olan Biodentine en az olan ise MM MTA olarak 6l¢lilmiistiir.
7. glin yapilan dlgiimlerde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda en fazla ALP enzim
aktivite degerinin TheraCal gurubunda, en az ALP enzim aktivite degerinin ise
Biodentine gurubunda oldugu gozlemlenmistir. 14. giine gelindiginde ALP enzim
aktivitesinin TheraCal’ 1n oldugu grupta en yiiksek, MM MTA’ nin oldugu grupta ise

en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
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1
M TheraCal
0,5
5 M Kontrol
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Sekil 4. 2. DP-MKH’ lerinin odontojenik indiiksiyon ortaminda test materyalleri ile
ortak kiltiiriiniin 1., 7. ve 14. giinlerindeki ALP aktivite degerlerinin grafiksel

gosterimi.

Sekil 4. 2 incelendiginde TheraCal’m odontojenik farklilasma potansiyeli
kontrol gurubu ve diger gruplardan daha yiiksek oldugu gézlenmektedir. MM MTA
ve Biodentine’ nin diger gruplara gore dis pulpast kok hiicrelerini odontojenik
farklilastrma yoniinden daha az uyardigi goriilmektedir. BioAggregate’in ise
odontojenik farklilastirma agisindan kontrol gurubu ile uyumlu bir sekilde ALP

enzim aktivitesini zamanla arttirdig1 goriilmektedir.

BioAggregate, TheraCal ve kontrol gurubunda ALP aktivitelerinin odontojenik
indiiksiyon besi ortaminda zamana bagli olarak arttig1 gozlenmektedir. Dis pulpasi
mezenkimal kok hiicrelerinin odontojenik farklilagsmasmm 7. ve 14. giinlerinde
yapilan ALP &lgtimlerinde TheraCal gurubunda odontojenik farklilagma ortalama
degerlerinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu gbzlenmistir. En az ortalama ALP
aktivite degerleri Biodentine ve MM MTA gruplarinda goézlenmistir. Kontrol
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gurubuyla karsilagtirildiginda TheraCal’in 7. ve 14. gilinlerde ALP aktivitesini daha
fazla arttirdig1 goriilmektedir.

4.3.Morfolojik Bulgular

Faz Kontrast Mikroskobu

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin, kiiltiir ortaminda “flask (cam kap)” veya
“plakalarda” biyiitiildigli calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek
amactyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar: alt tabakadan ayrilacaklari igin besiyeri

icinde ylizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler.

Biodentine

MM MTA

BioAggregate

TheraCal

Kontrol

Sekil 4. 3. DP-MKH’ lerinin odontojenik indiiksiyon ortaminda test materyalleri ile

ortak kiiltliriinlin faz kontrast mikroskobik goriintiileri
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Dis pulpasi mezenkimal kok hiicrelerinin, materyaller ile ortak kiiltiirleri
stiresince morfolojik 6zellikleri faz kontrast mikroskobu ile incelenmistir. Kiiltiiriin
ilk gilinlerinde fibroblast benzeri, igsi hiicrelerden olusan populasyon gozlenmistir.
Bu morfolojinin sonraki giinlerde materyallerin etkileri sonucunda degismedigi veya
bozulmaya basladig1 gozlenmistir. Dis pulpast mezenkimal kok hiicrelerinin
Biodentin, MM-MTA ve Bioagregate ile ortak kiiltiirii sonucunda faz kontrast
mikroskobisinde hiicrelerin 7. giine kadar morfolojilerini korudugu, ancak 7. giinden
sonra hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanindan ayrildig1 ve yuvarlak bir morfoloji sergiledigi
gozlenmistir (Sekil 4.1). Bu bulgu WST-1 sonuglar1 ile uyumluluk gostermektedir.
TheraCal grubunda ise toksik etkinin 1. giinden sonra basladigi ve 14. giine kadar
hiicrelerin ¢ogunun kiiltlir kabindan ayrildigi gozlenmektedir. Hiicrelerin toksik
etkiden dolay1 sayica azaldigini gosteren faz kontrast mikroskobik bulgular1 Theracal

grubunda da WST-1 analizi sonuglariyla da uyumludur.
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5.TARTISMA

Ciirik ve travma nedeni ile olusan dis kayiplar1 ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Hastalanmis ya da zarar gormiis dislerin rejenerasyonunun
saglanmasi en dnemli ve konservatif tedavi seceneklerinden birini olusturmaktadir.
Dis pulpasinda da bulunan post natal kok hiicrelerin esas gorevleri bulunduklari

dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamaktir (112, 113).

Kok hiicreler, 6zellesmemis hiicreler olup, uzun siireli kendini yenileme ve ¢oklu
hiicre tipine yOnlenme yetenegine sahiptir. Bu oOzellikleriyle dokularin
rejenerasyonuna katkida bulunmaktadirlar. Bu hiicrelerin yasam boyunca smirsizca
boliinerek diger hiicrelerin yerini aldiklar1 diigiiniilmektedir (114). Kok hiicreler ayni
zamanda, diger dokulara ait 6zellesmis hiicreleri olusturma potansiyeline de sahiptir
ve bu durum “transdiferansiyasyon” ya da “plastisite” olarak adlandirilir. Post natal
kok hiicreler kemik iligi sinir dokusu, deri, retina ve siklikla dental epitel gibi ¢esitli

dokularda bulunmaktadir (112).

Cesitli dokulardan elde edilen kok hiicreler bir¢ok hiicre tipine doniistiiriilerek
doku onariminda kullanilmaktadir (115). Dis pulpasi, son zamanlarda iizerinde
Onemle durulan ve cesitli kok hiicre arastirmalarinda kullanilan bir kok hiicre
kaynagidir (113). Kolayca elde edilebilmesi, zorlu ve karmasik prosediirlere ihtiyag
gostermemesi ¢ok Onemli bir avantaj olusturmaktadir. Bu tez calismasinda test
materyallerinin odontojenik ve sitotoksik etkilerinin incelenmesi i¢in, bu

avantajlarindan dolay1 dis pulpas1 mezenkimal kok hiicreleri kullanilmigtir.

Odontojenik farklilasma ile iligkili genetik degisiklikleri incelemek, (116)
immunohistokimyasal analizler (117) ve diger kuafaj materyallerinin odontoblastik
farklilasmasmin incelenmesi (118) gibi bir¢ok arastirmada dis pulpasi kok hiicreleri

kullanilmaktadir.

Dental kok hiicreler, dis ¢iirigli olusumu sonrasi1 biiyiime faktorlerinin salinimi
ile aktifleserek tamir dokusu olusumunda, dentin-pulpa kompleksinin
rejenerasyonunda gorev yapmaktadir (114). Yapilan calismalarda dentin/pulpa
dokusu ve sement/periodontal dokusunun, insan dental pulpa kok hiicreleri ve

periodontal ligament kok hiicreleriyle rejenere olabilecegi bildirilmektedir (119).



37

Dis hekimligi alaninda, dis kok hiicreleriyle ilgili yapilan ¢aligmalarin, daha ¢ok
diglerin rejenerasyonuna yonelik arastirmalarda yogunlastigi goriilmektedir.
Kemirgenlerde hiicre temelli ¢aligmalarin gelecek vaad etmesi insanlar i¢in umut
kaynagi olmustur (120, 121). Insanmn kendi dokusundan dis dokusuna benzer bir
yapt olusturulmaya calisilmaktadir. Uzun donem de hedeflenen ise canli dis

dokusunun olusturulmasidir (122).

Yillardir arastiricilar, kaybolan veya zarar goren dis dokularmm tamirini
anlamak i¢in calisma yapmaktadir. Dr.B.W. Hermann tarafindan, 1952 yilinda
kalsiyum hidroksitin pulpa amputasyonu tedavisinde kullanilmasi, rejeneratif
tedaviye ait ilk girisim olarak kabul edilmektedir (10). Pulpanin agiga ¢iktigi
durumlarda, kalsiyum hidroksit esash patlarin etkisiyle fibr6z doku uyarilarak,
odontoblast hiicreleri tarafindan dentin olusumu saglanmaktaydi. Kuafaj tedavileri

sirasinda pulpa dokusu tizerine siklikla kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) igeren patlar

yerlestirilmektedir. Ancak bu materyallerin dentin ylizeyine zayif baglandiklari,
mikrosizintiy1 6nleyemedikleri ve bir siire sonra restorasyon altinda ¢éziinmeleri gibi
dezavantajlar1 gortlmistir (81, 82). Ayrica, olusan dentin kopriilerinde tiinel

defektleri olabilecegi de bildirilmistir (56).

Bu nedenlerle Ca(OH)2 ’te alternatif olabilecek materyaller arastirilmaya

baslanmistir. Arastirmacilar ideal bir pulpa kuafaj materyalinin yaralanmis pulpanin
bakteriyel kontaminasyonunu onleyebilmesi ve ayni zamanda da reperatif dentin

olusumunu tesvik edici dentinojenik  Ozelliginin  bulunmasi1  gerektigini

belirtmektedirler (83).

Bu ¢aligmada kullanilan test materyalleri, Ca(OH) , € ait dezavantajlar1 ortadan
kaldirmaya yonelik ve Ca(OH)Z’ e alternatif olarak son yillarda iiretilen

materyallerden olugmaktadir.

Degisik hiicre gruplarmin kiyaslandigi bir ¢aligmada, odontoblast farklilagsmasi,
sadece mezenkim kdokenli olan hiicreler tarafindan gerceklestirildigi gdzlenmistir
(123). Apikal papilla dokusu mezenkimal yapida kok hiicreleri igermektedir. Bu
hiicrelerin primer odontoblastlarin kaynagini olusturarak kok dentininin yapiminda

gorev aldigi bilinmektedir (124). Arastiricilar, meydana gelen dokularin farkl
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olmasini; dentin, sement ve kemik olusumu i¢in gereken molekiiler diizenleyicilerin
ayni olmasma ragmen hiicre gruplarina 6zel proteinlerin (genlerin) ve biiyiime
faktorlerini harekete gegiren transkriptor faktorlerinin (molekiiler sinyallerin) farkli
olmasina baglamaktadirlar (125). Bu caligmada test materyallerinin sert doku
olusturma potansiyellerinin karsilagtirilmasi amaciyla, dis pulpast mezenkimal kok
hiicreleri ile test materyalleri odontojenik farklilagsma besiyerinde ortak kiiltiire
edilmistir. Bu sekilde dis pulpasi mezenkimal kok hiicrelerinin odontablastik

hiicrelere farklilasmasi kiiltiir ortami kullanilarak indiiklenmistir.

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunu ve dokular iizerindeki etkilerini
degerlendiren arastirmalarda cesitli test metotlar1 kullanilmaktadir. Bu metotlardan
en yaygm olarak kullanilanlar1 hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiir testleridir. Dental
materyallerin sitotoksitesini degerlendirmek i¢in hayvan deneyleri yapilmasi uzun
zaman almakta, pahali ve etik problemlere yol agmaktadir. Hayvan deneyleri ile
karsilastirildiginda hiicre kiiltiir metotlar1 6nemli teknik avantajlara sahip olmaktadir.
Hiicre kiiltiir metotlar1 daha iyi standardize edilebilir ve bu metot ile deneylerin
tekrar edilebilirligi kolay hale gelebilir. Ayni1 zamanda hiicre kiiltlir testleri
uygulamasi kolay, daha az zaman alan ve daha diisiik maliyete sahip testlerdir (126).
Pulpa dokusundan elde edilen hiicrelerden kiiltiir ortaminda belirli 6zelliklere sahip

hiicre kolonileri ortaya ¢ikartilabilmektedir (127).

Dental materyallerin sitotoksisitesinin degerlendirildigi in vitro testlerde
materyallerin in vivo ortamda olusturdugu temas sekilleri taklit edilmeye
calisilmigtir. In vitro direkt hiicre materyal temas testlerinde deney materyalleri
dogrudan hiicre ile temas etmektedir (105). Kuafaj tedavisinde kullanilan materyaller
ile ag1ga ¢ikan pulpa dokusu ortiildiigiinden ve materyaller hiicrelere direkt temas
ettiginden dolayr caliymamizda sitotoksisite ve ALP aktivitesi testlerinde hiicre

kiiltiir test yontemleri tercih edilmistir.

5.1.0dontojenik Farkhlastirma Bulgularinin Tartisilmasi

Yara iyilesme siireci; inflamatuar ve fibrojenik faz, rejeneratif asama, ve
yenilenme agamasi olarak {i¢ ayr1 evreye ayrilir (128). Bu fazlar arasinda, hiicre

cogalmasi, hiicre gogii, hiicre adezyonu, doku rejenerasyonu i¢in gerekli siireclerdir.
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Progenitor hiicrelerin, pulpa-dentin sinir1 siirekliligini kaybettiginde odontoblast

benzeri hiicrelere farklilastigi bilinmektedir (63, 129).

Direkt pulpa kuafaji yarali pulpa perforasyon alaninin bir dental materyal ile
ortiilmesi esasma dayanan, onaricit dentinojenik cevabi uyaran ve dental pulpanin
canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan ¢ok 6nemli bir tedavidir (130). Direkt
kuafajda kullanilan materyaller dentin pulpa kompleksini korumak icin bariyer
olusturmali ve pulpa ve restoratif materyal arasinda yeni bir dentin kopriisii veya

dentin benzeri koprii olusumunu uyarmalidir (56).

Insan dis pulpasi kok hiicrelerinin odontoblastik farklilagsmasi i¢in standart bir
indiiksiyon besiyeri olmamasina ragmen, yapilan ¢alismalarda Gronthos ve ekibi
tarafindan bildirilen protokol yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu protokole gore 3. ,4.
veya 5. pasajdaki hiicreler, fetal sigir serumu, L-glutamin, L-askorbik asit 2-fosfat,
penisilin ve streptomisin, monopotasyum fosfat ve deksametazon ile takviye edilmis
MEMo (Minimum Essential Medium Alpha) igeren odontojenik indiiksiyon ortami
ile birlikte inkiibe edilir (131).

Giliniimiize kadar, mezenkimal pulpa dokusundan odontoblast benzeri hiicre
olusumunu saglamak amaciyla ¢esitli hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 yapilmistir. Hiicre
farklilasmas1 i¢in, hiicrelerin alindigi disin bulundugu gelisim evresi kadar,
kullanilan maddelerin miktar1 da onemli olmaktadir. Odontojenik farklilagsmada
mineralizasyon beta-gliserolfosfat varliginda saglanabilirken serum miktar1 bu
farklilasmada etkilidir (132).

Dis pulpast kaynakli kok hiicreler besi yerinde sadece organik fosfat kaynagi
olan B-gliserofosfat bulunmasi durumunda bile mineralizasyon yapabildigi
bildirilmistir (132). Diger bir deyisle DP-MKH’ ler odontojenik farklilagsma i¢in
deksametazon ve askorbik asit gibi osteojenik farklilasma faktorlerine gereksinim
duymamaktadir, fakat bunlarin yoklugunda ortamda organik fosfat kaynagi

bulunmasi durumunda da kalsiyum fosfat minerali olugturabilmektedir (133).

Morsczeck ve ark. steroid hormonunun glikokortikoid smifinin bir iiyesi olan

deksametazonun, dis folikiilii kok hiicrelerinin kemik hiicresine farklilasmasini
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baslattigin1 hatta, insiilinin de deksametazon kadar olmasa bile bu degisimi

sagladigmi ortaya koymuslardir (125).

Moazzami ve arkadaglar1 deksametazon, [-gliserofosfat ve vitamin-D
kombinsyonu ile rat pulpasi lizerinde yaptiklari caligmada dentin kopriisii olusumunu
uyardigin1 gostermislerdir(134). Calismamizda da odontojenik indiiksiyon besi yeri
hiicre kiiltiirlerinde odontoblast farklilasmasi i¢in B-gliserofosfat, askorbik asit ve

deksametazon kullanilmistir.

Alliot-Licht (135) perisit igeren insan dental pulpa kiiltiiriinde in vitro olarak
deksametazonun osteojenik farklilasma tizerindeki etkisinin inceledigi, Zhang ve
arkadaglarmm (136) ratlardan aldiklar1 post natal dental kok hiicrelerin beta-
gliserofosfat, deksametazon, ve L-askorbik asit ile destekli kiiltiir ortaminda ALP
aktivitesini analiz etikleri calismalarda ALP aktivitesinin giderek arttig1 fakat
farklilagsma sirasinda bu aktivitelerinin zamanla azaldigini gézlemlemislerdir. Bizim
calismamizda da TheraCal ve BioAggregate grubunda ALP enzim aktivitesinin

deney stiresi boyunca yiikseldigi gdzlemlenmistir.

Alkalen fosfatazlar yiiksek pH’ da (pH 8-10) monofosfat esterlerini hidrolize
eden hiicre membraninda bulunan ektoenzimlerdir. Adindan da anlasilacagi gibi
alkali ortamda etkinlik gosterirler (137). insan ALP’ si dokuya 6zgii olmayan,
intestinal, plasental ve germ hiicrelerden olmak iizere 4 cesittir. Dokuya 0zgii
olmayan alkalen fosfatazlar hipertrofik kondrositler, osteoblastlar ve odontoblastlarin
hiicre zarlar1 iizerinden eksprese edilirler ve ayrica bu hiicrelerden tomurcuklanan
matris vezikiillerin zarlar1 tizerinden de konsantre edilmektedirler (138, 139). ALP
aktivitesinin indiiksiyonu, osteo/odontoblastik farklilagsmanin erken bir belirtecidir
ve nihai mineralizasyon siirecinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (140).
Caliymamizda da test materyallerinin dis pulpast mezenkimal kok hiicreleri
iizerindeki odontoblastik farklilastirma etkilerini gézlemlemek amaciyla ALP enzim

aktivitesi testi yapilmigtir.

Kalsiyum (Ca") iyonlarinm, mineralize sert dokularm olusumunda cesitli
biyokimyasal reaksiyonlarda gérev aldigi bilinmektedir. Ca® iyonlar1 kalsiyum

kanallar1 tarafindan, kemik ile iliskili proteinlerin ekspresyonunu uyarabilmekte ve
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mineralizasyon siirecinde 6nemli bir rol oynayan adenozin trifosfat (ATP)' yi aktive
edebilmektedir (141). Ca’ iyonlarmin, pulpa hiicrelerinin farklilagmasi ve
mineralizasyonu igin gerekli oldugu ve Ca* ' dan zengin besi ortaminin odontoblast-
benzeri hiicrelerin farklilagsmasini ve ¢ogalmasini uyardigi bilinmektedir (142). Buna
ek olarak, Ca* iyonlar1, 6zellikle pulpa kalsifikasyonu sirasinda osteopontin ve kemik
morfojenik protein-2 (KMP-2) diizeylerini modiile ettigi ve Ca’ saliniminmn dentin
mineralizasyonu ve dentin kopriisii olusumunu korumaya yardimci olan pirofosfataz

aktivitesini artirdig1 bildirilmistir (143, 144).

Pulpa kuafaj materyallerinin Ca* ve OH" iyonlarini serbestlemesi ortam pH’ sm1
arttirabilmektedir. Pulpa kuafaj materyallerinin alkalinizan giicii bununla iliskili
biyolojik o6zellikleri igin 6nemlidir. Alkalin pH’ m onarict dentinin olugmasi ile
iligkili enflamatuar reaksiyonlara neden oldugu bilinmektedir ve ayni zamanda

hidroksiapatit olusumunu destekleyebilmektedir (99, 145).

Gandolfi ve arkadaglarinin ProRoot MTA ve Dycal’1 kontrol grubu olarak
kullandig1 ve TheraCal’in kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini inceledigi ¢alismalarinda,
TheraCal’1n istatistiksel olarak digerlerinden daha fazla Ca" serbestlestirdigini rapor
etmiglerdir. Ayn1 ¢calismada TheraCal’m ilk giinler pH’ nin alkalin seviyede oldugu,
fakat daha sonra takip eden iki hafta i¢inde bu alkalin seviyenin geriledigini

gbzlemlenmistir (99).

Torabinejad ve Parirokh, yaptiklar1 ¢aligmalarda MTA’ nin pulpa ekspozu
sonrast dentin kopriisii olusumu {izerindeki olumlu etkileri oldugunu ancak rezin
esasli kuafaj materyallerinin dentin kopriisii olusumu {izerinde zayif etkilere sahip
oldugunu gostermislerdir. Ayrica MTA ile ortiilmiis in-vivo ve in-vitro ¢aligmalar,

ekspoze alanlar altinda dentin kopriisii olusumunu géstermislerdir (86, 87).

Fakat odontojenik farklilagtirmanin degerlendirildigi bu tez ¢aliymasinda kuafaj
materyallerinden TheraCal, rezin igerikli olmasina ragmen, diger materyallerden
daha vyiiksek ALP enzim aktivitesi sergilemistir. TheraCal’m Ca’ iyonu
serbestlestirme 6zelliginin bulunmas1 ve onceki ¢aligmalara uyumlu olarak alkalen
fosfatazmn alkali ortamda etkili oldugu géz 6niine alindiginda, Ca* iyonlar1 TheraCal

grubunda kiiltiir ortammin pH’ n1 yiikseltmis olabilir. TheraCal grubunun
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odontojenik potansiyelinin diger kuafaj materyallerinden yiiksek olmasi, kok
hiicreler iizerindeki matriks vezikiillerinde bulunan ALP ’nin alkali ortamda
reaksiyona girmesi ve ALP enziminin aktivitesini digerlerinden daha fazla artmasi ile
aciklanabilir. Biodentine ve MM MTA ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
diisiik diizeyde ALP aktivitesi sergiledigi gozlemlenmistir.

Nowicka ve arkadaslar1 Biodentine ile direkt kuafaj tedavisi yapilan pulpada tam
dentin kopriisii olusumu ve enflamasyon olmayan pulpa cevabi1 gozlemlemislerdir.
Buna ek olarak, Biodentine ile direkt kuafaj sonrasinda, osteodentin altinda tubuler
dentine dogru iyi diizenlenmis odontoblast ve odontoblast benzeri hiicre tabakalari

goriilmiistiir (146).

Tran ve arkadaglarinin ratlarda yaptigi bir hayvan ¢aligmasinda Biodentine,
MTA ve Ca(OH),’nin yarali pulpa dokusu iizerinde etkilerini incelemis 7. giin
sonunda tiim materyallerin hiicre proliferasyonunu arttirdifi mineralizasyon
olusumunu tetikledigini gozlemlemislerdir. Ayrica odontoblast benzeri hiicreler
tarafindan 30 giin sonrasinda dentin kopriisii olustugu ve Biodentine grubundaki
dentin kopriisiiniin daha homojen ve primer dentin ile siirekliligi oldugunu
belirtmislerdir (147). ALP enzim aktivitesinin degerlendirildigi bu tez ¢alismasinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, en az ALP aktivite degerleri Biodentine ve MM
MTA gruplarinda gézlenmistir.

Chang ve arkadaslari, BioAggregate ve MM MTA’y1 ProRoot MTA ile
karsilastirdigr calismalarinda BioAggregate ve MM MTA’nin ALP aktivitesini
benzer sekilde arttirdigi ve biyouyumluluklarmin da birbirlerine yakin oldugunu
rapor etmislerdir (148). Bu tez ¢alismasinda BioAggregate ve MM MTA’nin ALP
aktivitesi degerleri farklilik gostermektedir. Bioaggregate ALP aktivitesi yoniinden
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1.,4. ve 7. gilinlerdeki ALP aktivite degerleri
birbirlerine yakindir. MM MTA ise 4. ve 7. giinlerde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha diisiik ALP aktivitesi gdstermistir.

BioAggregate’in osteoblast hiicreleri iizerinde etkilerinin incelendigi bir
caligmada, fare osteoblast hiicrelerinde mineralizasyon siireciyle iliskili olan genlerin

ekspresyonunu uyardigi gosterilmistir. BioAggregate’in bu 6zelliginin yapisinda
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bulunan hidroksiapatit molekiiliine bagli olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (98). Bu tez
caligmasinda biyoseramik smifinda olan BioAggregate’ in, materyallerle temas
etmemis odontojenik besi yeri olan kontrol grubu ile uyumlu bir sekilde ALP enzim
aktivitesini zamanla arttirdig1 goriilmiistiir. Fakat bu kuafaj materyalinin yapisinda
bulunan kalsiyum silikat, kalsiyum hidroksit ve hidroksiapatit gibi molekiillerin
mineralizasyon siirecleri ile iligkili genlerin ekspresyonu iizerindeki etkilerinin

arastirilmasi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

5.2.Sitotoksisite Bulgularinin Tartisilmasi

Yapay dokularin iiretilmesi i¢in kullanilan hiicrelerin, kalite kontrol siirecinin en
onemli asamalarindan biri de hiicre canliligimin degerlendirilmesidir. Sirali hiicre
kiiltliriinde olusabilecek spesifik hiicre G6liimii mekanizmalarimi anlagilmasi, en

uygun hiicre kaynaklarinin belirlenmesine katkida bulunacaktir (149).

Hiicre canliigmmi 6lgmek igin, trypan blue exclusion test, Water-Soluble
Tetrazolium 1 (WST-1), LIVE/ DEAD Viability/Cytotoxicity Kit ve electron probe
x-ray microanalysis (EPXMA) gibi gesitli yontemler kullanilmistir (150). WST-1
testi hiicre proliferasyonunu ve sitotoksisitenin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
Tetrazolium tuzu toksik olmayan, suda ¢dziinebilen membran-gegirgen iiriinlere
metabolize edilirler, boylelikle kiiltiirde kolayca difflize olurlar. Bu nedenle WST-1
testinde, hiicre kiiltiirlerinin canlilig1 riske atilmamakta ve arada ¢éziinme gibi bagka
bir asama icermemektedir (151). Yapisik veya siispansiyon halindeki hiicreler bir
mikro levhada kiiltiire edilmektedir. Daha sonra WST-1 ile inkiibe edilmekte ve
spektrofotometre ile degerlendirilmektedir. Bu analiz hiicresel dehidrogenaz sonucu
tetrazolium tuzunun WST-1’in rediiksiyonla formazana doniismesi ve boya
absorbansinin goriintillenmesi esasimna dayanmaktadir (152). Yani daha fazla boya

absorbansi1 daha fazla canliliga isaret etmektedir.

WST-1 mitokondrial metabolik aktiviteyi ve insan DP-KH’ lerinin hiicre
proliferasyonunu belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Ayrica WST-1
mitokondriyal islevi hakkinda ayrintili bilgi veren, diger hiicre canlilif1 deneylerini

tamamlayacak bir metabolik tekniktir (153, 154). Bu nedenle ¢alismamizda
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kullanilan test materyallerinin pulpa kok hiicreleri iizerindeki sitotoksisitelerini

Olemek amaciyla WST-1 testi tercih edilmistir.

Insanlar {izerinde kullanilan materyallerin, klinik acidan giivenli olmasi
gerekmektedir. Calismamizda kullandigimiz materyallerin, pulpa kuafaji, retrograd
dolgu malzemesi, kok kanal dolgusu ve perforasyon tamir dolgusu olarak kullanim
endikasyonlar1 vardir. Bu materyallerin icerikleri kan ve doku sivilari ile vucuda
gecebilmekte ve icerigindeki metaller vucutta veya lokal olarak kullanildig:
bolgelerde toksik etki gosterebilmektedir (96). Cesitli ticari MTA igerikli
meteryallerde arsenik ve diger metalleri arastiran c¢aligmalar c¢eliskili sonuglar
gostermistir  (155-157). Kum ve arkadaslan MM MTA ve BioAggregate
materyallerini de igeren calismalarinda MM MTA’ nin ISO standartlarinda kabul
edilebilir diisiik seviyelerde bir¢ok metal igerdigini Bioagregate’in ise sadece
aliminyum igerdigini bildirmislerdir (96). Bu tez c¢aligmasinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 4. giin yapilan Olclimlerde tiim materyallerin ¢ogalan hiicre
sayilarmin kontrol grubuna gore daha az oldugu goriilmektedir. MM MTA diger
materyallere gore 4. giin yapilan dl¢iimlerde daha fazla hiicre canliligi gostermistir.
Bu sonuglara gore MM MTA’ nin 4. giinde diger materyallere gore daha az
sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir. Test materyalleri arasinda hiicre sayilarinda en
fazla azalmaya neden olan 4. giinden itibaren TheraCal olarak gozlemlenmistir..
TheraCal’n rezin igerikli olmasi, 1s1kla sertlesmesi ve buna bagli artik monomerin

olusma riski sitotoksik olmasina neden olabilir.

Isikla sertlesen TheraCal rezin igermektedir. Polimerizasyon reaksiyonunun
baslatilabilmesi i¢in rezin igeriginde 400-450 nm dalga boyuna duyarl fotoinitiator
olarak 1s1k emici diketon absorber (kamforokinon), hizlandiricit olarak da alifatik
amin bulunmaktadir. Isik kaynaklar1 rezin igerigindeki fotoinitiatdr molekiilleri
aktive ederek olusan serbest radikallerle polimerizasyonu baglatir (158). Rezin
matriksinde ayrica; TEGDMA, UDMA, HEMA gibi monomerler bulunmaktadir.
Monomer icerikli materyallerden artik monomerlerin salindigi ve salman bu
maddelerin pulpa iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu vurgulanmaktadir (159).
Yapilarinda zamanla meydana gelen bozulmayla ve tamamlanmamis veya yetersiz

polimerizasyonu nedeniyle, monomer icerikli materyallerden agiz ortamma sizan
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iceriklerin sitotoksik oldugu bir ¢ok calismada belirtilmistir (160). Monomer
iceriginden dolayr TheraCal’den serbest monomerlerin salinma potansiyeli

sitotoksisiteyi etkiliyebilmektedir.

HEMA ile karsilastirildiginda TEGDMA’nin yiiksek toksisitesi; TEGDMA’nin
yiizey aktif madde gibi davranarak hiicre membranindaki lipit tabakasi ile etkilesime
girme potansiyeli veya TEGDMA nm lipit peroksidasyonuna neden olma potansiyeli
ile agiklanmistir (161). Ayrica TEGDMA’nin HEMA’ya oranla yag dokusunda
yiiksek ¢oziiniilebilirlige sahip oldugu belirtilmistir (162).

Kuafaj materyallerinin WST-1 canlilik testi ile sitotoksisitesinin incelendigi bu
tez caligmasinda TheraCal test numunelerinin bulundugu kiiltiir ortaminda hiicre
sayisinda ciddi bir diisiis olmus ve materyaller igerisinde TheraCal’in sitotoksik
etkisi yiiksek olarak gozlenmistir. Dis pulpasi kok hiicrelerinin zarlar1 da diger
hiicrelerde oldugu gibi % 40-50 lipit tabakasi ile cevrili oldugu gbéz Oniine
alimdiginda ve TheraCal igerigindeki monomerlerden biri olan TEGDMA’ nin bu yag
dokusunu peroksidasyona ugratarak hiicre zar yapisin1 bozdugu dolayisi ile hiicre

Olimiine yol a¢tig1 sdylenebilir.

Biodentine ile farkli konsantrasyonlarda yapilan bir c¢alismada diisiik
konsantrasyonlardaki Biodentin’ in kok hiicre proliferasyonunu arttirdigi yiiksek
oranlarm istaistiksel olarak azalttigi, ayrica diisiik konsantrasyonlarm migrasyon ve
adezyon yetenegini arttirdign gorilmistir (163). Calismamizda iretici firma
tavsiyelerine gore hazirlanan Biodentine grubunda 4. ve 7. giinlere kadar canli hiicre
sayisinda artma, 7. glinden sonra ise canli hiicre sayisinda azalma oldugu

gorilmiistiir.

BioAggregate’ in biyouyumlulugunun in vitro olarak arastirildig: hiicre toksisite
calismasida insan mezenkim hiicreleri kullanilmis ve sonug olarak beyaz MTA ile
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: bildirilmistir (93). Bir diger
hiicre toksisitesi ¢aliymasinda insan periodontal ligament fibroblastlar1 kullanilmis ve
BioAggregate’in bu tip hiicreler {izerinde toksik etki gostermedigi sonucuna

varilmistir. (92). Pulpa kuafaj materyallerinin, WST-1 testi ile pulpa kok hiicreleri
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iizerinde sitotoksik etkilerin arastirildigi bu tez ¢caligmasinda BioAggregate grubunda

kontrol grubuna gore daha az hiicre artis1 gdzlemlenmistir.

Bu tez calismasinda farkli yapidaki pulpa kuafaj materyallerinin dis pulpasi
mezenkimal kok hiicreleri ile ortak kiltiirleri sonrasi kuafaj materyallerinin
sitotoksik potansiyelleri incelenmis ve odontoblastik farklilastirma agisindan bu
farkl pulpa kuafaj materyalleri kiyaslanmistir. Sonug olarak ticari olarak piyasada
bulunan bu kuafaj materyallerinin, odontoblastik farklilastirma potansiyellerinin
degerlendirilmesi amaciyla ALP enzim aktivitesi deneyi yapilmis, kuafaj
materyallerinin ALP enzim aktivitesini farkli oranlarda arttirdig1 bulunmustur. Ikinci
olarak bu giincel kuafaj materyallerinin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla
WST-1 testi yapilmis ve test materyallerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
pulpa kok hiicreleri lizerinde daha az hiicre artigina neden oldugu sonucuna

varilmstir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda eriskin insan dis pulpast dokusundan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirildikten sonra in
vitro olarak kiiltiir ortaminda, giincel kuafaj materyalleri olan Biodentine,
BioAggregate, TheraCal ve MM MTA’ nm koék hiicreler {izerinde odontojenik

farklilastirma ve sitotoksisite testleri sonuglarina gore;

Materyaller sitotoksisite yoniinden WST-1 testi ile degerlendirildiginde test
materyallerinin hepsinde sitotoksik etki gozlenmistir. 1,4,7 ve 14. gilinlerdeki
sitotoksik etki incelendiginde, TheraCal deneyin 4. giiniinden itibaren sitotoksik etki
gostermis. Diger kuafaj materyalleri ise birbirlerine yakin degerlerde sitotoksik etki

gostermiglerdir.

Odontojenik farklhilastirma yoniinden degerlendirildiginde, sitotoksik etkisi
digerlerinden daha fazla olmasina ragmen TheraCal’ m odontojenik potansiyeli
digerlerinden daha fazla gozlenmistir. MM MTA ve Biodentine’ nin diger gruplara
gore dis pulpast kok hiicrelerini odontojenik farklilastirma yOniinden daha az
uyardig1r bulunmustur. BioAggregate’in ise odontojenik farklilastirma agisindan
kontrol grubu ile uyumlu bir sekilde ALP enzim aktivitesini zamanla arttirdigi

gorilmiistiir.

Ancak materyallerin ALP aktivitesi ve odontojenik potansiyellerinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in diger kuafaj materyalleri ile karsilastirildig: baska calismalara da
ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre kiiltiirii calismalar1 tek yonlii oldugundan materyallerin
sitotoksisitesi ve odontojenik potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan in vivo

calismalara da ihtiya¢ vardir.

Insan dis pulpasi kok hiicrelerini odontojenik yonden uyaran ve toksik etkisi
minimal olan yeni materyallerin gelistirilmesi i¢in odontoblast hiicrelerinin ve pulpa
kaynakli kok hiicrelerinin karakterleri lizerine oOzellikle kok hiicreleri harekete

geciren sinyallerin ve molekiillerin anlasilmasi adina yeni ¢alismalar da yapilabilir.

Bu sekilde kuafaj tedavisinden beklenilen agrisiz ve cabuk iyilesen, dentin

kopriisii olusumu ile sonuglanan tedavilerin basar1 yiizdesi arttirilabilir.
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EKLER

EK. 1: Etik Kurul Onayina Gerek Olmadigina Dair Belge

13 nisan 2013 tarih ve 28617 say1 ile T.C. Resmi Gazetede yayinlanan ‘Klinik
Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik’ in Birinci Boliimiiniin 2. Maddesinin 1.Fikrasi
(Bu Yonetmelik, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik ¢alismalar1 dahil, ruhsat veya izin
almmis olsa dahi insanlar lizerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik iirtinler ile
bitkisel triinlerin klinik arastirmalari, klinik arastirma yerlerini ve bu arastirmalar1
gerceklestirecek gercek veya tiizel kisileri kapsar.) geregince tezimin bir klinik
arastirma degil sadece laboratuar ¢alismasi olmasi sebebiyle Etik Kurul karari

alinmamustir.
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