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OZET

Giris ve Amag¢: Dis pulpasmin c¢esitli nedenlerle acildigi durumlarda pulpanin
korunarak disin canliliginin devam ettirilebilmesi i¢in biyouyumlu materyallerle
pulpadaki agikligin ortiilmesi gerekmektedir. Dis hekimliginde doku miihendisligi,
kaybedilmis dis dokularmin ve hatta kaybedilmis bir disin tekrar olusturabilmesini
saglayacak materyaller ve teknikler lizerine yogunlasmistir.

Bizde bu calismada, Kollajen ve BioAggregate materyallerinden olusturulmus
stingerimsi yap1 iskelesinin perfore edilen koyun dislerinde direkt kuafaj materyali
olarak kullanilmasinin dordiincii ve sekizinci haftalar arasindaki dogal dis dokusu
olusumuna etkisini histolojik incelemelerle degerlendirmeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda deney hayvani olarak 4 adet koyun kullanildi.
Kollajen ve BioAggragate materyallerinin karigtirilarak liyofilizasyon islemi ile
gbzenekli hale getirildigi yapi iskeleleri laboratuvar ortaminda olusturuldu. Yapi
iskeleleri olusturulduktan sonra por biiyiikliigii ve yogunlugunu belirleyebilmek icin
civa porozimetresi testi ve SEM goriintiilemesi ile karakterizasyonlari yapildi. Daha
sonra koyunlarin mandibular kesici dislerinden ikisinde olusturulan perforasyon
alanlarmma bu yapi iskeleleri yerlestirildi. 4 ve 8 hafta sonra koyunlar dekapite
edilerek disler ¢enelerden cikarilip histolojik kesitler hazirlandi ve 1g1k mikroskobu
altinda perforasyon alnindaki doku olusumu goézlendi. CellSens Standard Software
programi vasitasiyla kesitlerin goriintiilemesi ve olusan dentin miktarinin ol¢iimii
yapildi. Olusan dentin kopriisii miktarimin haftalar arasinda istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Bulgular: Yapilan civa porozimetresi testi ve SEM goriintiilemelerinde, olusturulan
yap1 iskelelerinin hiicrelerin yerleserek doku olusturabilmesi i¢in yeterli yogunlukta
ve biiylikliikte gdzeneklere sahip oldugu saptanmistir. Dis kesitlerinin histolojik
incelemelerinde de 4. hafta sonunda gozenekli yapida, perforasyon alanini tamamen
orten osteodentin karakterinde tamir doku olusumu goézlenmistir. 8. hafta sonundaki
orneklerde de 4. haftaya gore daha kompakt yapida, doku ile biitiinlik saglamus,
tiibiiler bir yap1 kazanmis osteodentin karakterinde tamir dokusu gozlenmistir. 8.

haftadaki bazi 6rneklerde tamir dokunun perforasyon alaninin digina yapi iskelesi
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icine dogru gelistigi de gbzlenmistir. Olusan tamir dentin kalinliginin miktarinda 4.
hafta ve 8. hafta arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériillmemistir. (p>0.05).
Sonu¢: Dis pulpasinin agiga ¢iktigi durumlarda pulpa dokusu ile uyumlu
materyallerden olusturulmus gézenekli yapi iskeleleri ile dis pulpasinin ortiilmesi,
dogal dis dokusu olusturarak dis pulpasimin canliligini saglikli bir sekilde devam
ettirebilmesi i¢in kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Yap: Iskelesi, Kollajen, BioAggregate, Direkt Pulpa Kuafaji
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ABSTRACT

THE EFFECT OF COLLAGEN AND BIOAGGREGATE SCAFFOLD ON
PERFORATED DENTAL PULP

Background: In cases of dental pulp exposures, dental pulp tissue must be covered
with biocompatible materials to maintain viability of tooth. Dental tissue engineering
has concentrated on materials and techniques which will reconstitute lost tooth
structures.

In this study we used sponge scaffold, which was made from collagen and
BioAggregate materials on perforated sheep teeth and we investigated its effect on
the reconstituted dental tissue between four and eight weeks with histological
examination.

Materials and Methods: In our study, four sheep were used as experimental
animals. Collagen and BioAggregate mixed and created a porous scaffold with
lyophilization process in the laboratory. After creating the sponge scaffold, we
characterized the scaffold through the mercury porosimetry test and SEM imaging in
order to determine pore size and density. Afterwards, the scaffolds were placed on
expose mandibular incisor teeth pulp of sheeps. 4 and 8 weeks later, sheeps were
decapitated and teeth were extracted. The formation of new tissue at pulp exposure
area was observed on histological sections of teeth through light microscope. The
histological sections were monitorized and the amount of dentin formation was
measured by using CellSens Standard Software program. The dentin bridge formed
was compared statistically by Mann-Whitney U test week by week.

Results: Mercury porosimetry test and SEM imaging showed that scaffolds were
suitable for cell attachment and cell organization to reconstitute new dental tissue. At
the end of the 4™ week, it was observed that formation of the repaired tissue in the
character of osteodentin was completely covered the area of perforation. Moreover,
at the end of the 8™ week, the repaired tissue formation was more compact and in
tubular formation compared to the repaired tissue in the 4™ week. In some

histological sections in the 8" week, it was observed that the repaired tissue
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formation developed towards outside of perforation site into the scaffold. The
repaired tissue was not greater in the 8" week than the 4™ week (p >0.05).
Conclusions: Biocompatible sponge scaffolds may be used at dental pulp exposures
to maintain viability of dental pulp tissue and reconstitute lost tooth structures.

Key Words: Scaffold, Collagen, BioAggregate, Direct pulp capping
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1. GIRIS

Restoratif dishekimliginin esas amaci uygun restoratif tedavi ile pulpanin
fonksiyonunun tekrar saglanmasi ve korunmasiyla birlikte dis sagligin1 devam
ettirmek ve restore etmektir. Bu amagla gergeklestirilen vital pulpa terapileri; travma,
iatrojenik nedenler veya ciiriikk nedeniyle pulpanin acildigi ve geri dondiiriilebilir bir
enflamasyonun oldugu durumlarda uygulanan tedavilerdir.

Vital pulpa terapileri; derin cliriiklii dislerde uygulanan indirekt pulpa
uygulamasi ve dis pulpasmin ekspoze oldugu vakalarda uygulanan direkt pulpa
kuafaj1 veya pulpotomi olmak tizere iki terapotik yaklagim igermektedir (1).

Direkt pulpa kuafaji; pulpa koruyucu ajanin ekspoze pulpa dokusu iizerine
direkt uygulanarak altta kalan pulpa dokusunu sonraki zararlardan korumak ve
dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonuna izin vermek i¢in uygulanan bir tedavi
seklidir (2).

Dis pulpasi, dislerin korunmasi ve inervasyonunda oldugu gibi dentinin
olusumu ve beslenmesinde de 6nemli rol oynar. Birincil pulpa fonksiyonu olan
dentinin olusumu; periferik mezenkimal hiicrelerin odontoblastlara farklilastigi ve
kollajen matriksin depozisyonunun basladigit anda baslar ve depozisyon-
mineralizasyon siralamasi disin olusumu ile biter. ik formasyondan hemen sonra
pulpa fizyolojik olarak disin olgunlasmasinda gdrevi olan dentin {iretimine devam
eder (3).

Pulpa farkli uyaranlara tepki vermekten sorumludur, bunu savunma
hareketiyle ve kan damarlarinin dilatasyonu ve gegirgenligi ile ve enflamasyon
hiicrelerinin varlhig: ile yapar. Eger uyaran pulpanin iyilesme kapasitesini agsmazsa
dentin-pulpa kompleksinde tamir yapici bir modifikasyon meydana gelir. Tamir
dentini fiziksel ve/veya kimyasal yaralanmalara cevap verildigi durumlarda
tiretilmektedir. Odontoblastlar siireglerini yeni olusmus dokunun i¢inde devam ettirir,
buda dentinin beslenmesinden sorumlu ger¢ek kanallar olusturur. Bu pulpanin

biyolojik olarak aktif oldugu zamanlarda devam eden bir siiregtir (3, 4).



Dentin-pulpa kompleksinin korunmasi, dis dokusu ve restoratif materyal
arasindaki bir veya ¢ok katli uygulanan 6zel materyalin pulpa dokusuna operatif
prosediirlerle, restoratif materyalin toksisitesi ile ve mikrosizinti nedeniyle olan
bakteri penetrasyonu ile olusan fazladan hasar1 onlemeyi icermektedir. Dentin-pulpa
kompleksinin korunmasi pulpanin canliliginin geri kazanilmasiyla olmaktadir (5).

Dental materyallerin biyolojik uyumlulugunda en 6énemlisi pulpa dokusunun
irritasyon veya dejenerasyonunu Onlemek veya simirlamaktir. Dishekimliginde
kullanilan materyallerin sitotoksisitesi ve biyouyumlulugu, pulpa ekspozlu yada
ekspozsuz derin kavitelerde veya farkli hiicre kiiltiirlerinde siklikla test edilmistir.

BioAggregate; biyouyumlulugu ve pulpa kuafajinda giivenle kullanilabilirligi
kanitlanmis olan Mineral Trioksit Aggregate (MTA)’ e benzer icerige sahip, seramik
pargaciklardan olusan, perforasyon tamirinde ve vital pulpa tedavilerinde
kullanilabilen bir materyaldir (6).

Doku miihendisligi interdisipliner bir calisma alanidir ve miihendisligin
prensiplerini; normal fonksiyonu restore etmek, devam ettirmek ve gelistirmek
yoniinde biyolojiye ve tedaviye uygular (7). Doku miihendisligi yaklagiminda canli
hiicreler, yapi iskeleleri ve hiicre sinyalleri olmak {izere ii¢ temel bilesen vardir (8).

Cesitli dis dokularindan kaynak alan mezenkimal kok hiicreler; izole edilmis
tarif edilmis ve 6zellesmis hiicre ¢esitlerinden biridir. Mezenkimal dis kok hiicreleri;
noral hiicreler, miyositler, osteoblastlar, kondrositler, adipozitler, kardiyomiyositler
ve hepatik hiicrelere invitro sartlarda farklilagsabilmektedirler (9). Gronthos ve ark.
yetiskin insan dis pulpast kok hiicrelerinin  odontoblastlara/osteoblastlara,
adipozitlere ve noral hiicrelere farklilagabilme kabiliyetini ortaya ¢ikarmiglardir (10).

Yap1 iskeleleri hiicrelere belirli bir zaman dilimi i¢in ekstraselliiler matriks
olarak hizmet eden ii¢ boyutlu cercevelerdir. Yapi iskeleleri hiicrelere hem gog
etmeleri hem de c¢ogalmalari i¢in ortam saglar ve Onceden tasarlanmis sekil ve
birlesimlerde olusturulur. Sentetik ve dogal polimerler, yap1 iskelelerinin
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal polimerler ¢ok 1iyi
biyouyumluluk saglarken sentetik polimerler de ¢6ziinme orani, mikroyapi ve

mekanik gii¢ gibi fiziko-kimyasal 6zelliklerin kontrol edilebilmesine izin verir (11).



Birgok sentetik bilesenin doku miihendisligi yapi iskelelerinde bekleneni
kargilamasina ragmen daha iyi tastyici olusturma amaciyla hayvan kaynakli dogal
polimerler olan kollajen ve elastinden faydalanilmistir (12).

Yeniden yapilandirilmis tip I kollajen jel, doku miihendisligi dogal yap1
iskelelerinde sik kullanilmaktadir (13). Giincel olarak kollajen siinger yap1 iskeleleri
ve kollajen jellerin dis rejenerasyonu igin faydali oldugu kanitlanmistir (14). Sumita
ve ark. vyaptiklar1 bir ¢alismada kullandiklar1 kollajen siingerlerin  dis
rejenerasyonunu ve sert doku olusumunu sagladiklarini gostermislerdir (15).

Dis hekimliginde doku miihendisligi alaninda dis sert dokularinin ve
yumusak dokularinin kdk hiicre tabanli rejenerasyon yardimiyla restore edilmesine
biiyiik bir ilgi vardir. Kok hiicreler kullanilarak dise benzer yapilarin olusturuldugu
calismalar bulunmaktadir (16-18). Bu ¢alismalarin ¢ogunda tasiyict materyaller olan
yapi iskeleleri hiicrelerle kolonize edilerek deney hayvanlarina implante edilmistir.
Ayni zamanda yap1 iskeleleri yerlestirilerek canlinin kendi kok hiicreleri uyarilip
yapt iskelesine gocii ve bu sekilde doku olusturulmasi caligmalar1 da yeni bir
yaklasim olarak doku miihendisliginde yer almistir (19). Hayvan g¢alismalarinda
gerceklestirilen dis rejenerasyonu g¢alismalart umut verici olmus ancak insanlara
uygulanmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir.

Bu ¢alismanin amaci; Kollajen ve BioAggregate materyallerinin belirli
oranlardaki karisimi ile olusturulmus ve liyofilizasyon islemi ile gdzenekli hale
getirilmis yap1 iskelesinin perfore hayvan dislerinde direkt kuafa; materyali olarak
kullanilmasimin dordiincii ve sekizinci haftalar arasindaki dogal dis dokusu

rejenerasyonuna etkisinin histolojik incelemelerle degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Dis Pulpa Dokusunun Yapisi

Pulpa dokusu; sinirler, kan damarlari, interstisyel sivi, 6zellesmis hiicreler
olan odontoblastlar, fibroblastlar ve diger hiicresel bilesenleri iceren mezenkimal
orjinli benzersiz bir bag dokusudur (20, 21). Radyografide disin ortasinda,
koronelden apikale uzanan koyu ve ince bir ¢izgi halinde goziikiir (21). Etrafin1 saran
mineralize dentin matriksi ile direkt temas halinde ve miikemmel bir uyum i¢inde
olmasi nedeniyle bu iki doku beraber ele alinip pulpo-dentinal kompleks olarak
adlandirilmistir (20, 22).

2.2.  Dis Pulpasimin Hiicreleri

2.2.1. Odontoblastlar

Odontoblastlar, dis olusumu ve gelisimini i¢ceren dentinogenezis icin gerekli,
pulpo dentinal kompleksin olduk¢a karakteristik ve Ozellesmis hiicreleridir.
Dentinogenezis boyunca odontoblastlar dentin ve dentin tiibiillerini olustururlar ve
dentin tiibiillerindeki varliklari ile dentinin duyarli bir doku olmasini saglarlar (20).
Dentin dokusundaki kollajenin sentezinden ve kontrolinden de odontoblastlar
sorumludur (23).

Odontoblastlar pulpa boslugunun koronal kisminda disin servikal ve kok orta
béliimiine gore oldukca fazla sayidadirlar. Bu alanda mm? de 45.000-65.000 adet
odontoblast bulunur (24). Boyut ve sekilleri de bulunduklar: yerlere gore degisiklik
gosterir. Disin kuron kisminda bulunanlari uzun, silindirik ve goreceli olarak pulpa
boslugunun diger bolgelerine gore daha biiyiik iken kok ortasinda kisa silindirik
formdadirlar (24, 25). Disin apeksine dogru gittikge yassilasarak fibroblastlara
benzer bir form alirlar (25). Hiicrelerin bigimi hiicre aktivitesini de etkilemektedir;
daha biiyiik hiicrelerin daha fazla matriks sentezleme kapasitesi vardir (24).

Odontoblast hiicreleri; primer, sekonder ve tersiyer dentini olusturabilme

yetenegindedir. Dentinin dmiir boyu iretilebilmesi, birincil odontoblast hiicrelerinin



varliginin devami ile miimkiindiir. Bu hiicrelerin ¢esitli nedenlerle zarar gordigi
durumlarda pulpanin mezenkimal 6ncii hiicreleri, yeni odontoblast benzeri hiicrelere

farklilasmaktadir ve tamir dentini bu sekonder odontoblastlar ile meydana
gelmektedir (26).

2.2.2. Fibroblastlar

Fibroblastlar, ektomezenkimal dokudan koken alan bag dokunun baskin
hiicreleridir (21). Dis pulpa dokusunda da en fazla gozlenen hiicrelerdir ve en fazla
sayida kuron pulpa dokusunda bulunurlar (24).

Fibroblastlar, ekstraselliller matriksin kollajen, elastin, proteoglikan,
glikoprotein, sitokin, biiyiime faktdrleri ve proteinazlar gibi fibroz unsurlarini iceren
genis ¢esitlilikte ekstraselliiler molekiilleri salgilar ve sentezleyebilirler (21). Pulpa
dokusunda Tip I kollajen ve Tip III kollajen sentezi yaparlar. Kuron pulpasinda
cogunlukla bant tipinde kollajen bulunur (25). Fibroblastlar kollajeni fagosite etme
ve sindirme yetenegine de sahiptirler, yani kollajen dongiisiinden sorumlu hiicrelerdir
(20).

Fibroblast hiicreleri, genis c¢ekirdekli ve gelismis graniilli endoplazmik
retikuluma sahip hiicrelerdir. Golgi aygit1 ve kesecikler ¢ekirdege yakin yerdedir, bu
durum hiicrelerin sentezleme kapasitelerinin bir gostergesidir (27). Hiicreler aras1 bir
temas kurulmustur ve bu temaslar hiicreden hiicreye kimyasal sinyalizasyonu veya
elektronik baglantiyr saglayan “Gap junction” (haberlesme kanallar1)) formunu
almiglardir (20).

Pulpadaki fibroblastlarin ¢ogu farklilasmamis olmalar1 ile karakterize
edilmistir. Bu farklilasmamis hiicrelere giiniimiizde terim olarak “kok hiicre”

denmistir (20).

2.2.3. Makrofajlar

Makrofajlar, kan dolasimindan ayrilarak dokular igine giren ve ¢esitli
altpopiilasyonlara  farklilasan = monositlerdir.  Bu  farkli  altpopiilasyonlar
immunohistokimyasal calismalarla antijenik ozelliklerine bakilarak
gozlenebilmektedir. Fibroblastlara benzer sekilde makrofajlar da pulpadaki

sinyalizasyonda aktif bir gorev almaktadir. Uygun iltihabi uyaranlarla aktive



olduklarinda interlokin 1, timor nekrozis faktor, biiyiime faktorleri ve diger
sitokinleri  iceren  genis  ¢esitlilikte  ¢Oziinebilir  faktdrler  {iretebilme

kapasitesindedirler (20).

2.2.4. Dentritik Hiicreler

Antijen sunucu bu hiicreler pulpa igerisinde en fazla goriilen immun sistem
hiicreleridir (24). Epidermis ve miikoz membranda yer alan Langerhans hiicrelerine
benzer goreve sahiptirler; yabanci antijenleri tutarak T hiicrelerine tasirlar (20, 25).
Normal pulpada genelde koronal pulpanin periferinde predentine yakin yerdedirler,
fakat antijenik durumlar sonrasi pulpanin merkezine gog¢ ederler (20). Pulpada yer
alan makrofaj ve dentritik hiicre sayisi pulpanin toplam hiicrelerinin = % 8 ini

olustururken dentritik hiicre sayis1 makrofajlardan 4 kat daha fazla sayidadir (25).

2.2.5. Lenfositler
Sagliklt bir pulpada T lenfositleri goriiliirken, B lenfositlerinin normal dis

pulpasindaki varligi heniiz goriillmemistir (21).

2.2.6. Mast Hiicreleri
Kan damarlar ile iliskili kiiglik gruplar halinde bag dokusu iginde yayginca
dagilmis hiicrelerdir. Normal pulpa dokusunda nadiren goziikiirken genelde kronik

iltihapl pulpalarda bulunurlar (20).

2.3. Dentin

Dentin, dis yapisinin neredeyse tamami boyunca uzanan disin en genis
kismini olusturan yapidir. Dig kismi anatomik kronda mine, kok kisminda ise sement
ile kapli iken i¢ kisimda dentin pulpa odasi ve kanallarini g¢evreler (28). Agirlik
temelli olarak dentin mineden daha az mineralize bir doku iken (agirlik¢a % 96),
kemik ve sementten daha fazla mineralize bir dokudur (agirlik¢a % 65)(23).

Gelisimi tamamlanmis bir dentinin agirlik olarak % 70’ i inorganik madde, %
20’ si organik madde ve % 10’ u sudan olusur. Dentinin ana inorganik bileseni
kalsiyum hidroksiapatittir, Caio(PO4)s(OH).. Organik matriks ise protein igerir ve

icerdigi proteinin biiyiik kismini tip I kollajen olustururken az bir kismini da tip V



kollajen olusturur. Kollajen6z olmayan proteinler ise dentin fosfoprotein (DPP),
dentin matriks protein 1 (DMP1), dentin sialoprotein (DSP), osteopontin (OPN),
osteokalsin (OCN) ve kemik sialoprotein (BSP)’ dir (20).

Dentin, her mm? sinde 40.000 den 70.000 tiibiille degisen yogunlukta
milyonlarca tiibiil iceren bir yapidir (21). Pulpaya yaklastik¢a dentin tiibiillerinin
boyu kisalirken tiibiillerin birim alandaki sayis1 artar ve ¢aplarinda genisleme goriiliir
(28). Tibiillerinin ¢ap1 mine-dentin sinirinda 1pm iken pulpaya yakin yiizeyde 3um’
dir (21). Tiibiil ¢aplarinin pulpa yakin kistmda mine-dentin ve sement-dentin sinirina
gore daha genis olmasi bu bolgede dentinin gecirgenligini arttirmakta ve daha
basarisiz bir pulpa bariyeri olmasina neden olmaktadir (28).

Odontogenezis boyunca dis fonksiyonel hale gelinceye kadar odontoblastlar
primer dentin olusumu i¢in 6nemlidir. Dis siirerek antagonist kusplar ile temasta
olmaya basladiginda ise hemen sekonder dentin olusumu baslar ve 6miir boyu devam
eder. Primer ve sekonder dentin arasindaki en biiyiik fark morfolojileridir ve

sekonder dentinin tiibiillerinin S-egriligi daha belirgindir (23).

2.3.1. Reaksiyoner (Tersiyer) Dentin

Reaksiyoner veya tersiyer dentin, dis agiz igine siirdiikten sonra operatif
islemler, yavas ilerleyen dis ¢lirigii, abrazyon, atrizyon, erozyon gibi hafif irritanlar
nedeniyle odontoblastlar tarafindan sentezlenen bir tepkisel dokudur. Cogu kez
irritanin etki ettigi alami karsilayan pulpa odasinin duvarinda olusan bir dentin
tabakasi seklinde goriilmektedir (28). Reaksiyoner dentin; ¢iiriikk ataginin hizina ve
siddetine, reaksiyonun ilerlemesine ve hastanin yasina bagli olarak osteodentin tipte
bir tabaka olarak veya tubuler veya atubuler ortodentin olarak meydana gelir. Bu
dentin tabakasi dental dolgu materyallerinin salinan bazi1 bilesenlerine karsi,
rezinlerin veya civa igeren giimiis amalgamin serbest monomerlerine kars1 fizyo-
patolojik cevap olarak da bulunabilir (23). Uyaranin siddetinin hafif oldugu ve
odontoblastlarin canliligini devam ettirdigi durumlarda etkilenen odontoblastlar
tarafindan sentezlenen matriks salgi hizinda artis meydana gelir (25). Uyaranin
siddeti eger fazla ise ve odontoblastlar bozulmus ise reaksiyoner dentin Hoehl’ s

tabakasinin altindaki hiicreler tarafindan iretilir (23).



2.3.2. Tamir Dentini

Tamir dentin; bu dentin yapist reaksiyoner dentin yapisi gibi odontoblastlar
veya onlarla iligkili hiicrelerin aktivitesi sonucu olusan bir doku degil, pulpanin
progenitor hiicreleri ile meydana gelen kemik benzeri yapilarin veya daha az
mineralize yapilarin karistigi, dentinden ziyade daha ¢ok kemige yakin bir yapidir
(23). Bu iki yapiyr hem klinik olarak hem de histolojik olarak ayirt etmek zordur
fakat dislerin tamir ve rejenerasyonunun hiicresel ve molekiiler mekanizmasi
hakkinda bilinmeyenleri agiklayabilmek i¢in bu iki yapinin ayirt edilebilmesi
onemlidir (29).

Kalsiyum hidroksit ile direkt pulpa kuafaji sonrasi dentinin tamiri i¢in
hiicrelerin gb¢ii ve cogalmasini inceleyen maymunlar {izerinde yapilan bir ¢aligmada;
kalsiyum hidroksit ile pulpa dokusu arasinda yeni farklilasan odontoblast tipi
hiicreler ile ilk matriks olusumunun en erken 8. glinde meydana geldigi

gozlemlenmistir (30).

2.4. Dentin Tamirinin Mekanizmasi

Dentin  kopriisiiniin -~ olusumu  uygulanan materyele gore degisiklik
gosterebilmektedir (25). MTA’ nin kalsiyum hidroksit serbestleyen bir materyal
olmas1 sebebiyle tamir dentinogenezisi baslatma 6zelliginin kalsiyum hidroksit ile
ortak oldugu one siiriilmistiir (31). Yiiksek pH degerine sahip materyaller pulpa ile
direkt temas ettiginde temas ylizeyinde nekrotik bir tabaka meydana gelir. Bu durum
pulpa hiicrelerinin savunma ve tamir reaksiyonlarini indiikler. Nekrotik alan dejenere
olup yok olur ve dis pulpa dokusu ile kuafaj materyali arasinda bir bosluk kalir.
Nekrotik alan altindaki pulpanin rezerv mezenkimal hiicreleri ve endotelyal pulpa
hiicreleri go¢ ederek prolifere olurlar. Mezenkimal hiicreler 6nce fibroblastlara sonra
da matriksi hazirlayacak odontoblast benzeri hiicrelere farklilagirlar (25). Tamir
dentinogenezisi genelde kiibik hiicrelerle beraber atiibiiler veya diizensiz fibrodentin
matriks olusumu ile baglar. Tiibiiler dentin benzeri matriks, uzun ve polarize
odontoblast benzeri hiicrelerin yer almasiyla olusur (31). Matriksin mineralizasyonu

sistemik kan dolasgimindan gelen Ca iyonlari ile gergeklesir (25).



2.5. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, hasara ugramis veya kaybolmus dokularin yenilenmesini
kimya, fizik, miihendislik ve biyoloji bilimleri, metodlar1 ve prensiplerinin birlesimi
ile saglama odakli multi disipliner bir alandir. Son birka¢ yil igerisinde doku
miihendisliginin, yanik tedavileri igin deri tiretimi, genis kemik defektlerinin yeniden
olusturulmasi i¢in kemik greftleri, aterosklerotik damar hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmak {izere olusturulmus kiiciik ¢capa sahip arterler ve plastik ve rekonstriiktif
cerrahi i¢in kikirdak olusturulmasi gibi yeni terapilerdeki basarilar1 sonuglanmistir.
Dishekimligi alaninda ise temporamandibular eklem, periodontal ligament, dentin,
mine, pulpa ve baglantili dis dokularmin rejenerasyonun hedeflendigi gelismeler
raporlanmustir (8).

Doku miihendisligi temel konsepti ilk olarak 1980 lerin ortalarinda A.B.D. de
organ nakli i¢in donér yetersizligi sorununu azaltmak igin 6ne siiriilmistir (32).
Hiicre kaynakli doku miihendisligi yaklasimi ¢dziinebilir yap1 iskelelerine hiicrelerin
ve/veya biiyiime faktorlerinin ekilerek doku gelisiminin uyarilmasi ve kontrol
edilmesi i¢in nakledilmesini kapsamaktadir (33).

Doku miihendisligi igin {i¢ temel unsur gerekmektedir (34);

1- Uygun bir hiicre kaynagi.

2- Gegici hiicre dis1 matris olarak gorev yapacak dogal yada sentetik orjinli
¢oziinebilir bir yap1 iskelesi.

3. Hiicre ¢aligmasi i¢in en uygun sinyaller.

Doku miihendisliginde basarinin yakalanmasi; hiicreler, yapi iskeleleri ve

hiicre sinyallerinin miikemmel uyumu ile saglanabilir.

2.5.1. Hiicreler

Hiicre kaynakli tedaviler rejeneratif tipta ortak bir yaklasimdir. Kok hiicreler
cogalarak istenilen organlar1 olusturabilecek bircok farkli tipte hiicreye gelisebilme
potansiyeline sahiptirler ve bu hiicreler rejeneratif tip i¢in biiyiilk umut kaynagidirlar.
Kok hiicre soylar1 6zellesmemis progenitdrler olarak istenen dokunun olusumu ve

gerektiginde tamiri i¢in Ozellesmis hiicrelere farklilasabilen internal bir kaynaktirlar
(35).
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Dis dokusundan, odontoblast benzeri hiicrelere farklilagabilen 5 tip

mezenkimal dis kok hiicresi tespit edilmistir. Bunlar;

2.5.1.1. Mezenkimal Dis Kok Hiicreleri (MDSC)

MDSC’ ler genisleyerek ¢ogalan multipotent hiicrelerdir (en az 25 pasaj
devam eder). Dondurularak gilivenle saklanabilirler, immunosupresif ozelliklere
sahiptirler ve mezenkimal belirleyiciler tasirlar. Bu hiicreler genis cekirdekli, bol
sitoplazmali, genis eksenli hiicrelerdir ve kiiltiirde sitoplazmik uzantilidirlar. Bu bagl
hiicreler morfolojik olarak kemik iliginden (BMMSC) elde edilmis mezenkimal kdk
hiicrelerle 6zdestir (36). MDSC’ ler invitro olarak germinal layerlarin biitiin
hiicrelerine farklilagsabilirler. Bunlar; ektoderm (noéral hiicreler), mezoderm
(miyositler, osteoblastlar, kondrositler, adipositler ve kardiyomiyositler) ve
endoderm (hepatik hiicreler)’dir (9). MDSC’ ler enzimatik sindirim veya explant
kiiltiir kullanilarak izole edilebilirler.

Mezenkimal dis kok hiicreleri bugiine kadar; dis pulpasi kok hiicrelerini
(DPCS), ¢ekilmis insan gegici dis kok hiicrelerini (SHED), periodontal ligament kok
hiicrelerini (PDLSC), dental folikiil progenitér kok hiicrelerini (DFPC) ve apikal
papilla kok hiicrelerini (SCAP) igeren birgok tip yetiskin kok hiicreleri dislerden
izole edilmistir (35).

2.5.1.2. Dis Pulpas1 Kok Hiicreleri (DPSC)

Gronthos ve ark. 2000’ 1i yillarda yetiskin insan dis pulpast hiicrelerinden
yeni tip kok hiicreler kesfettiler, bunlar noral hiicreler, adipositler ve
odontoblast/osteoblastlara farklilagabilme kabiliyetine sahiptirler. Bu hiicreleri dis
pulpast kok hiicreleri olarak adlandirilirlar (DPSC). Ex-vivo olarak gelismis DPSC
ile hidroxiopotat/trikalsiyumfosfat formu ektopik dentin/pulpa benzeri bilesime
immun-baskili farede tarnsplante edilmistir. Heterojen DPSC ler vaskiilerize pulpa
benzeri doku olusturmus ve dogal dentindeki gibi tiibiiller iceren dentin {ireten
odontoblast benzeri hiicre tabakasi tarafindan sarilmistir (10). DPSC’ ler CD73,
CD9D, CD105 gibi mezenkimal belirleyicileri tasirlar (9).
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2.5.1.3. Cekilmis Siit Disi Kok Hiicreleri (SHED)

Cekilmis insan siit disinden (SHED) elde edilen kok hiicreler olgunlasmamis
olarak da isimlendirilir ve osteojenik ve odontojenik hiicrelere, adipozitlere ve noral
hiicrelere farklilasabilme kapasitesine sahip insan siit dislerinin pulpalarindan elde
edilen MDSC lerdir (10). Postnatal kok hiicrelerle iliskili norolkrest hiicreleri gibi
SHED lerde; nestin, beta Il tubulin, glutamik asit dekarboksilaz (GAD), néral niiklei
(NeuN), glial fibriler asidik protein (GFAP), nérofilament M (NFM) ve 2',3"-siklik
niikleotid 3'-fosfodiesteraz (CNPase) gibi ¢esitli noral hiicre merkezlerini igerirler.
Ayrica SHED ler invivo transplantla kemik olusturabilirler ve immunomodiilator
ozelliklerinin gelistirilmesiyle immun hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in uygun kok

hiicre kaynagi olabilirler (37).

2.5.1.4. Periodontal Ligament Kok Hiicreleri (PDLSC)

Insan periodontal ligamentinden izole edilen periodontal ligament kok
hiicreleri (PDLSC) mezenkimal belirleyicileri igerirler. Invitro olarak, PDLSC’ ler
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagma kabiliyetine sahiptir.
PDLSC’ ler, preklinik ¢alismalarla olumlu bir sekilde kanitlandig1 gibi sementoblast
ve hallojen formlu hiicrelere benzer hiicrelere farklilagsma kapasitesine sahip yeni kok

hiicre popiilasyonlari sunar (38).

2.5.1.5. Dental Folikiil Progenitor Kok Hiicreler (DFPC)

Gelisen dis germini saran mezenkimal dokudan elde edilen dental folikiil
progenitor kok hiicreler (DFPC); immunomodulator 6zelliklere, yiiksek proliferasyon
potansiyeline ve odontoblastlar, sementoblastlar, osteoblastlar ve disteki diger
hiicrelere farklilasma kapasitesine sahip multipotent kok hiicrelerdir (39). Ayrica

invivo implatasyon sonrasi yeni periodontal ligament olusumunu da saglayabilirler

(9).

2.5.1.6. Apikal Papilla Kok Hiicreleri (SCAP)
Apikal papilla kok hiicreleri (SCAP) kok pulpasi onciillerinden elde edilir,
mezenkimal isaretler gdsterir ve invitro ve invivo ¢alisma sistemlerinin her ikisinde

de dentin benzeri doku iiretirler (40).
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Domuz ¢enesine implante edilmis hidroksiapatit bazli yapi iskelesine ekilmis

SCAP-PDLSC karisiminin kok benzeri yap1 olusturdugu goriilmiistiir (9).

2.5.2. Yapa Iskeleleri

Yapi iskelesi; hiicrelere yapismasi i¢in, ¢ogalmasi i¢in, gb¢ etmesi i¢in ve
farklilagsmasi i¢in uygun 3 boyutlu gevre saglar (34).

Doku miihendisligi yap1 iskeleleri i¢in kullanilan materyallerin yliksek
poroziteli ve uygun por biiylikligiine sahip hiicre infiltrasyonuna izin veren ve
hiicrelerin yapigmasi, ¢ogalmasi ve go¢ etmesi i¢in uygun kimyasal ve fiziksel yiizey
ozelliklerine sahip biyouyumlu materyaller olmalar1 gerekmektedir (41, 42).

Boyutlu yapilar ve yapi iskelelerinin poroziteleri kok hiicreler iizerinde biiyiik
bir rol oynar (43). Iki boyutlu yap: iskeleleri ile karsilastirildiginda ii¢ boyutlu yap:
iskelelerinin kok hiicrelerin osteoblastik gen ekspresyonunu arttirdigini gostermistir
(44, 45).

Yap1 iskelesi kokenli doku miihendisligi i¢in ideal hiicre popiilasyonlari
yetiskin kaynaklardan izole edilebilen otolog farklilasmamis kok hiicrelerdir (43).
Cilinkii enflamasyon riski diisiik ve immun yanit olusma riski yoktur (46).

Doku miihendisligi uygulamalarinda sentetik ve dogal olmak tizere iki grup

yapt iskelesi materyali kullanilmaktadir. Kullanilan sentetik materyallerden
¢ozlinebilir olanlari; poli(€-kaprolakton), poliglikolik asit (PGA), polilaktikasit
(PLA) ve bunlarin kopolimerleri olan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)’ dir.
Cozlinemeyen sentetik yap1 iskelesi materyalleri ise; polimetil metakrilat (PMMA),
politetrafloroetilen (PTFE), polidimetilsiloksan (PDMS)’ dir (35).
Yap1 iskelelerinde kullanilan dogal materyaller; aljinat, agaroz, chitosan, kollajen,
fibrin, jelatin, hiyaluronik asit ve pektin’ dir (35). Yapr iskelelerinde kullanilan dogal
poliesterler; polihidroksibutirat (PHB) ve polihidroksibutirat-co-hidroksivalerat
(PHBV)’ dir. Polianhidratlar; poli N-izopropil Akrilamid (pNIPAM) ve poliiiretanlar
da doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun materyallerdir (46).

2.5.3. Hiicre Sinyalleri ve Biyolojik Cevre
Hiicre sinyalleri, hiicrelerin aktivitelerini yoneten karmagik iletisim sisteminin

bir parcasidir ve hiicreler arasi etkilesimi organize eder. Hiicre sinyalizasyonunda
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bir¢ok ekstraselliiler molekiil yer almaktadir ve bu ekstraselliiler molekiil havuzunun
icinde tek bir proteinin dahi hiicrelerin fonksiyonel bir dokuya farklilagmasinda

biiylik 6neminin oldugu goriilmiistiir (8).

2.6. Dentin ve Pulpa Tedavileri

Vital pulpali bir diste ¢iiriik, travma, operatif veya ¢esitli nedenlerle olusan
pulpa-dentin hasarlarinda uygulanan, derin dentin ¢iiriigiiniin tedavisi, ekspoze
dentinin tedavisi ve ampiitasyonlar seklinde a¢ilmis pulpalarda uygulanabilen

tedavilerin tiimiinii icermektedir (25).

2.6.1. Direkt Pulpa Tedavisi
Travma veya iatrojenik nedenlerle perfore olmus saglikli bir dis pulpa
dokusunda tamir dentin yapimini uyaracak ve pulpanin canliliginin devamini

saglayacak doku dostu bir materyal ile direkt ortiilmesi islemidir (47).

2.6.1.1. Direkt Pulpa Tedavisinin Endikasyonlari
Direkt pulpa kuafajinin endike oldugu durumlar sunlardir (25, 47);
-Travma nedeniyle pulpas1 a¢ilmis disler.
-Disin protetik amacli kesimi veya ciliriigiin temizlenmesi esnasinda pulpanin
istenmeden olusan pulpa perforasyonlarinda.
-Doku kaybinin restore edilebilir diizeyde oldugu durumlarda.
-Ko6k gelisimini tamamlamis veya tamamlamamais dislerde.
-Dis pulpasi, geri doniisiimlii bir evre olan pulpitis evresinden daha ileri bir patolojik
durumda degilse.
-Pulpada meydana gelen kanamanin normal bir siirede durdurulabildigi ve cerahatli
eksuda icermedigi durumlarda.
-Termal ve elektrik pulpa testine pozitif yanit aliniyorsa.
-Diste spontan agr1 yoksa.
-Perkiisyon ve palpasyonda diste agr1 yoksa.
-Pulpada kalsifikasyon yoksa.

-Ilerlemis bir periodontal hastaligin olmadig durumlarda.
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-Radyografik incelemede intraradikiiler ve periradikiiler dokularin normal gozlendigi

durumlarda

2.6.1.2. Direkt Pulpa Tedavisinde Basariy1 Etkileyen Faktorler

2.6.1.2.1. Perforasyon Alanimn Biiyiikliigii
Pulpa odasinin tavaninin biitiiniiyle kaldirildigi durumlarda dahi dentinde
tamir meydana gelebildigi bilinmektedir. Bu nedenle ideal kosullarda perforasyon

alaninin biiytikligiiniin pek 6nemli olmadig 6ne siiriilmektedir (25).

2.6.1.2.3. Bakteriyel Kontaminasyon ve Mikrosizinti

Direkt pulpa kuafaji tedavisinde prognozu etkileyen en 6nemli faktdrlerden
birinin ¢iirliik yoluyla, tiikiiriik kontaminasyonu ile ve dolgu ve dis dokusu arasinda
cesitli nedenlerle meydana gelen mikrosizinti nedeniyle olusan pulpanin bakteriyel
kontaminasyonu oldugu gosterilmistir (47).

Mikroorganizmasiz ortamda yetistirilmis deney hayvanlarinda olusturulan
pulpa perforasyonlarinda herhangi bir ila¢ kullanilmadan ve perforasyon alani

kapatilmadan da dentin tamiri olustugu gozlenmistir (25).

2.6.1.2.4. Kanama Kontrolii ve Pitht1 Olusumu

Pulpa agilimi sonucu pulpa dokusu altindaki kapillerlerde kanama meydana
gelir. Kanamanin miktar1 hasara ugramis damar sayisi ve agilan yara ylizeyinin
biytikligi ile orantilidir (25, 47).

Kanama kontrolii, serum fizyolojik veya %3’ liik oksijenli su ile
nemlendirilmis onceden steril edilmis pamuk peletlerin 3-5 dk siire ile perfore alan
lizerine yapilan baski ile saglanmaya calisilir. Kanama durdurulduktan sonra kuafaj
materyali ile perfore alan kapatilir. Kuafaj materyali altinda kanamanin devam
etmesiyle olusan kan pihtis1 kuafaj materyali ile pulpa dokusu arasinda bir engel
olusturarak kuafaj materyalinin islevini engeller ve bakteriyel kontaminasyona zemin
olusturur (47).

Stanley (48) kalsiyum hidroksitin direkt kuafajda etki edebilmesinde pulpa

dokusu ile temasinin 6nemini vurgulamistir. Paranjpe ve arkadaslar1 (49) ise
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yaptiklart bir invitro c¢alismada direkt pulpa kuafajinda son yillarda kalsiyum
hidrokside gore birgok acidan iistiinliigii kanitlanmig MTA’ nin da insan dis pulpasi
hiicreleri ile direkt temasta oldugunda hizli ve etkin bir tamir dentin formasyonuna

dis pulpasi hiicrelerini aktive ettigini géstermislerdir.

2.6.1.2.5. Dentinin Asir1 Kurutulmasi

Agiga cikmis dentinin fazla kurutulmasiyla dentin tiibiillerindeki sivi hizla
disartya dogru hareket eder. Bu sivinin devamlilig1 pulpa tarafindan saglanmaktadir.
Dentin tiibiillerindeki sivinin disaritya dogru hizli hareketi odontoblastlarinda
yerinden ayrilarak dentin tiibiilii i¢ine yer degistirmesine sebep olur ve odontoblast
hiicreleri burada otolize ugrar. Ayni zamanda sivi hareketi mekanoreseptorleri

uyararak agriya neden olur (25).

2.6.1.2.6. Basing
Pulpanin perfore oldugu durumlarda frez veya el aletinin basinct direkt

pulpaya iletilir ve pulpa da hasara neden olabilir (47).

2.6.1.2.7. Perforasyon Alaninin Konumu

Ozellikle tek ve dar kanalli 6n ve yan grup dislerde kok ciiriikleri ve kole
bolgesindeki pulpa perforasyonlarinda pulpa kuafaj maddesinin ve tamir dentininin
pulpanin iki bolimiinii ayirdigi durumlar meydana gelebilmekte ve pulpa ile

baglantist kopan kisimda iltihabi reaksiyonlar ve nekrozlar meydana gelebilmektedir
(25).

2.6.1.2.8. Bireyin Yasi ve Pulpanmin Patolojk Durumu

Bir dis pulpasinda fizyolojik ve patolojik olmak tizere iki tip yaslanma
meydana gelir. Bireyin kronolojik yasinin artmasi ile dis pulpasinin fizyolojisinde de
degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica travma, ¢liriik, periodontal hastaliklar gibi
etkenlerle de diste bireyin kronolojik yasina bagli olmaksizin erken bir patolojik
yaslanma olabilmektedir (47).

Yaslanma ile hiicrelerin metabolik aktivitesi azalmakta, antikor ve bagisiklik

reaksiyonlar1 da bozulmaya ugramaktadir. Hiicrelerin boyutlar1 kiigiilmekte, atrofiye
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olmakta ve farklilasma ve mitoz hizinin azalmasi doku yenilenmesini de olumsuz
etkilemektedir (25). Auschill ve ark.(50) direkt pulpa kuafajinin olduk¢a basarili

oldugu bireylerin 10-19 yas araligindaki geng hastalar oldugunu vurgulamislardir.

2.6.1.2.9. Direkt Pulpa Tedavisinde Kullanilan Materyalin Secimi

Direkt pulpa kuafajinda kullanilacak materyalin, tedavinin basarisi agisindan

baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Bu 6zellikler; (25, 47, 51)

1. Materyal biyouyumlu olmalidir.

2. Tamir dentini yapimini uyarabilecek yapida olmalidir.

3. Antiseptik etkiye sahip olmalidir.

4. Alkalen reaksiyon gdstermelidir.

5. Ciiriik nedeniyle meydana gelen asitleri notralize edebilmelidir.
6. pH s1 pulpanin pH sina esit olmalidir.

7. Bakteriyel s1zintiya engel olabilmelidir.

8. Is1y1 iletmemelidir.

9. Boyutsal stabilitesi iyi olmalidir.

10.Sedatif olmalidir.

11.Dentine ve restoratif materyale yapisabilmelidir.

12.Sekonder ciiriikleri onleyebilmesi igin flor serbestleyebilmelidir.
13.Radyoopak olmalidir.

14.Uygulanabilirligi kolay olmalidir.

Direkt pulpa kuafaji sonrasi tamir dentin olusumunu ve pulpanin canliliginin
devamini1 saglayabilmek igin birgok materyal kullanilmistir. Bu amagla; kalsiyum
hidroksit, mineral trioksit aggregate, ¢inko oksit djenol, doku adezivleri, dentin
adezivleri, baz1 simanlar, enzimler, hormonlar, antibiyotikler gibi bir¢ok materyalin
yaninda kollajen, kondroidin siilfat ve sodyum hyaliiranat gibi osteojenik ajanlar da
kullanilmistir (47).

2.7. BioAggregate
DiaRoot BioAggregate (DiaDent, Burnaby, BC, Kanada), &nceki
materyallerin bazi olumsuz 6zelliklerini ortadan kaldirmak amaci ile laboratuvarlarda

yeni gelistirilmis su bazli bir simandir. Bu materyal kontrol altindaki kosullarda toz
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gibi saf ve ince hidrolik simanin kontaminasyonsuz biyouyumlu seramik
nanopartikiiller ile birlestirilmesiyle tiretilmistir (52).

Nanoteknolojik gelismelerle biyoseramikler; perforasyonlarin tamirinde,
apikal retrograd kok dolgusu olarak, gelisimi tamamlanmamis dislerin apikalini
kapatmada ve vital pulpa tedavilerinde kullanilabilir hale getirilmistir (53).

BioAggregate, ilk nanopartikiilli tamir siman1 olarak dishekimligi
materyalleri iginde yerini almig ve heniiz az sayida ¢aligma bu materyelin etkinligini
gostermesine ragmen sementogenezisi sagladigi ve kok kanal sistemi i¢cinde hermetik
kapamay1 sagladigi iddia edilmistir (52).

Biyoseramikler; biyolojik olarak olduk¢a uyumlu, toksik 6zellikte olmayan,
kullanimi1 sonrasinda biiziilme gostermeyen ve kimyasal olarak stabil materyallerdir.
Ayn1 zamanda kok kanal dolgusunda, kok kanal tamiri gibi endodontik
uygulamalarda ve hatta kanal disina tastiklart durumlarda dahi dokularda 6nemli bir
iltihabi reaksiyona neden olmadiklar1 gériilmiistiir (54). Kolay manupilasyonu, ideal
calisma siiresi ve iyi kullanim 6zelliklerinin yaninda antifungal aktiviteye de sahip
bir materyaldir (55).

Yapilan bir caligmada, BioAggregate’ in biyomineralizasyon kabiliyetinin
yiiksek oldugu ve BioAggregate ve ProRoot MTA’ nin benzer biyomineralizasyon
karakterine ve Ca serbestleme konsantrasyonuna sahip oldugu belirtilmistir.
Materyallerin ¢okeltilerindeki Ca, P, O ve karbonatlasmis hidroksiapatitin de benzer
oldugu goriilmiistiir (53).

Igeriginde; trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum fosfat monobasic,
amorf silikon dioksit ve radyoopakligi i¢in geleneksel MTA da yer alan bizmut
oksidin yerine tantalum pentoksit vardir. Ayn1 zamanda geleneksel MTA dan farkli
olarak dokular i¢in toksik etkilerini azaltmak amaciyla aliminyum i¢cermemektedir
(56).

BioAggregate’ in dental marketlerdeki sunumu; toz olarak tek kullanimlik 1
gr’ ik paketler ve tozun karistirilacagi 0,38 ml’ lik kapsiillerdeki deiyonize su
seklindedir. BioAggregate tozu deiyonize su ile ince krem kivamina gelinceye kadar
yaklasik 2 dakika karistirilir ve uygulanacak yere beklenmeden yerlestirilir. Calisma
stiresi ortalama 5 dakika kadardir. Materyal deiyonize su ile karistirildiktan 5 dakika
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kadar sonra dehidratasyona ugrayarak kurumaya baslar. Sertlesme siiresi ise min. 4

saattir (57).

2.8. Kollajen

“Kollajen” teriminin ingilizcede benimsenmesi yaklasitk 150 yil Once
olmustur (58). Kollajen isimlendirmesi karakteristik ti¢ polipeptit zincirin tiglii heliks
formundaki proteinler i¢in kullanilan genel bir terimdir ve kollajen ailesinin biitiin
tiyeleri biiyliklik, yapt ve doku dagilimindaki onemli farkliliklarina ragmen
ekstraselliiler matriksde bu supramolekiiler yapidadirlar (59).

Kollajen insan viicudunda en ¢ok bulunan protein olup biitiin proteinin
yaklagik %30 unu igerir (60). Giiniimiize kadar 28 tip kollajen tespit edilmistir (58).
Tip I, 11, 111, V ve XI kollajenler ¢izgili fibril olusturan kollajenlerdir. Tip XXIV ve
XXVII kollajenler de yeni tanimlanmis ¢izgili fibril olusturan kollajenler olarak
kollajen ailesinde yer almigtir. Tip I-11-111 kollajenler konnektif doku matriksinin ana
kollajenleridir (60). Fibriler kollajenler oldukga yiiksek gerilme giiciine sahiptirler ve
iskelet, deri, kan damarlari, bagirsaklar veya organlarin fibroz kapsiilleri gibi viicut
yapilari igin yapisal ¢ergeve saglayarak anahtar bir rol oynarlar (58).

Tip | kollajen tendonlar, ligamanlar, kemik, kornea ve derinin ana
kollajenlerindendir. Tip 111 kollajen, tip | kollajenden daha az oranda bulunur ancak
hi¢ bulunmadig1 kemik dokusu ve tendonlar hari¢ dagilimi tip I kollajenle paraleldir.
Tip II kollajen en ¢ok kan damarlart gibi gerilebilir dokularda bulunur. Tip V
kollajen, tip I kollajenin varoldugu dokularda bulunur. Tip II kollajen ise kikirdagin

onemli bir bilesenidir (58).

2.8.1. Tip | Kollajen

Tip 1 kollajen, en ¢ok bulunan ve en iyi ¢alisilmis kollajen gesididir. Kemigin
organik kiitlesinin %90’ indan fazlasini olusturdugu gibi tendonlarin, ligamanlarin,
korneanin, derinin ve hiyalin kikirdak, beyin ve vitr6z viicut hari¢ bir¢ok interstisyel
dokunun ana kollajenidir (59). Intertiibiiler dentinin de %90 gibi bir oranla ana
proteini iken peritiibiiler dentinde kollajen fibrillere rastlanmamustir (23).

Her tip I kollajen molekiiliinde tipik olarak iki al zinciri ve bir a2 zinciri

[al(1); —a2(I)] karakteristik tiglii heliks formunda birbiri etrafinda sarmal yaparlar.
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Her al zinciri ve 02 zinciri kisa N-terminal peptidinden dnce uzun sarmal alan ve
ardindan kisa C-terminal peptidi igerir (58).

Tendon gibi dokularda tip | kollajen fibrilleri birbirlerine paraleldirler ve
demetler ya da lifler halindedirler. Deri gibi dokularda ise rastgele yonlendirilmis ve
birbirine gecmis fibrillerin karmasik aglar1 seklindedirler. Kemik dokusunda ise

hidroksiapatit kristalleri, kollajen molekiilleri arasindaki bosluklara uzanmis gibi

goziikmektedirler (58).

2.9. Dis Hekimliginde Doku Miihendisligi Yaklasimlar:

Dishekimliginde rejeneratif biyoloji alanindaki bir¢ok c¢alismada yap1
iskeleleri, 6nceden izole edilmis ve ekilmis hiicrelerle kiiltiire edilmis ve daha sonra
deney hayvanlarma uygulanmistir (19). Huang ve ark. (61), kok kanalin1 bosaltarak
poli-laktid/glikolid (PLG) sentetik yap1 iskelesi iizerine dis pulpasi kok hiicreleri ve
apikal papilladan elde ettikleri kok progenitor hiicreleri izole ederek ektikleri ve kok
kanali i¢ine yerlestirdikleri bir calismada mevcut dentin duvari iizerinde dentin
benzeri doku ve pulpa benzeri yap1 olustugunu gézlemlemislerdir. Daha sonra Sakai
ve ark.(62) tarafindan dis dilimi/yap1 iskelesi modelinin gelistirildigi ¢alisma, yapay
pulpada poli-L-laktik asit (PLLA) yapr iskelesi ve dis pulpasi kok hiicreleri (DPSC)
ile rejenere olan dentinogenezisi gostermistir.

Bir bagka yaklasim da; hiicrelerin adezyonu i¢in herhangi bir dis tasiyici
materyal kullanmadan hiicrelerin birlesimi yoniindedir (19). Birgok organda oldugu
gibi dislerin gelisiminde de epitelyal-mezenkimal etkilesimler anahtar bir
mekanizmadir (63-65). Birgok yap1 iskelesiz c¢aligmada bu iki tip hiicre
karistirtlmistir ve hiicre birlesimi gézlenmistir(66, 67). Hu ve ark. morfolojik olarak
tanimlanmis tam bir dis olusumu i¢in olduk¢a fazla sayida mezenkimal hiicre
gerekmesinin bu yaklasimin tek zorlugu oldugunu belirtmislerdir (68).

Ugiincii bir yaklasim ise diger yaklasimlar gibi invitro hiicre kiiltiirlerinin
izole edilerek invivo kullanilmasi degilde “stem cell homing” olarak adlandirilan
canliin kendi kok hiicrelerinin istenilen alana yerlesmesinin saglandig1 yaklagimdir.
Kan dolasimindaki mezenkimal kok hiicreler hedef dokuya baglanir ve ilgili dokuya
farklilagirlar (19). Bu yaklagimla periodontal ve dis yapilariin rejenerasyonu ilk

olarak 2010 yilinda Kim ve ark. tarafindan ifade edilmistir (69).
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“Stem cell homing” tekniginin hiicre transplantasyonuna gore avantajlari
vardir. Bunlar;

Hiicre transplantasyonunun immun yanit olusturma, patojen bulastirma ve
timor olusturma riskleri vardir. Hiicrelerin saklanmasi, kullanima hazir hale
getirilmesi ve nakledilmesi de ayrica bir is ylikii ve maliyete neden olmaktadir.
Ayrica uygulayicilarin  hiicreleri  kullanabilme konusundaki bilgi eksikligi ve
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)’ nin onay1 i¢in mevzuata uygunlugu da ayrica
bir ugrastirict yonidiir. Cell homing iriinlerinde ise klinisyenlerin 6zel egitim
almalarma gerek yoktur. Sadece nasil hazirlanip kullanmalart gerektigini bilmeleri
yeterlidir. Ayrica FDA onayli “cell homing” iriinleri zaten piyasada mevcuttur ve
yeni “cell homing” iriinleri i¢inde kok hiicre tiriinlerine gore FDA onayinin daha

rahat alinabilecegi diisiiniilmektedir (70).

2.10. Kollajenin Dishekimliginde Kullanim

Kollajen, dishekimligi alaninda; yonlendirilmis doku rejenerasyonunda ve
hemostatik ve pansuman ajani olarak basaris1 kanitlanmis bir materyaldir. Kollajen,
diistik immun yanit ve toksisite gibi dogal 6zelliklere sahip oldugu gibi hiicresel
biiylime ve baglanmay1 ve homeostazisi tesvik etme yetenegine de sahiptir (71).

Bimstein and Shoshan, kollajen soliisyonunu kdpeklerde yaptiklar1 caligmada
direkt pulpa kuafaj ajani olarak kullanmislar ve 1 aylik periyot sonunda test edilen
dislerin canliligin1 devam ettirdigini ve ince, yeni olusmus dentin kopriisti olusumunu
raporlamiglardir (72).

Marsan ve arkadaslar1 kopeklerde yaptiklart bir direkt pulpa kuafaji tedavisi
calismasinda kollajen membrani pulpa kuafaj materyali olarak kullanmiglardir. 6
hafta sonraki gozlemlerinde pulpanin iyi bir kan destegi ile canlilifin1 korudugunu ve
kan damarlar1 sayisini arttirdigini goéstermislerdir (73).

Ortodontik amacgli ¢ekim endikasyonu konmus dislerde yapilan bir klinik
pulpotomi ¢alismasinda; iistiin yara iyilestirme 6zelligi bilinen kolajen partikiilleri,
kullanilan diger siman materyaline gore vaskiilarizasyonu ve pulpanin iyilesme
kapasitesini arttirmis ve daha biyouyumlu bulunmustur (71).

Akkouch ve arkadaglari yaptiklart bir invitro calismada; kollajen-
hidroksiapatit-poli(L-laktid-ko-E-kaprolakton) materyallerinden olusturduklar tglii
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yapt iskelesini insan dis pulpasi kok hiicreleri iizerinde denemisler ve yap1 iskelesinin
insan osteoblast benzeri hiicrelerin ¢ogalmasini ve yapigmasint destekledigini ve
kemik formasyonu fenotipine farklilasmasini uyardigini raporlamislardir (74).
Kikuchi ve arkadaslari, hidroksiapatit ve kollajenden olusan nanokompozit
yapinin kemik dokusu ve osteokondral defektler gibi bircok klinik uygulamalarda
basaris1 kanitlanmis olduk¢a faydali bir kemik benzeri materyal oldugunu

gostermislerdir (75).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu caligma ii¢ asamada gerceklestirilmistir.

1. Kollajen ve BioAggregate’ den silingerimsi yapi iskelesinin laboratuvar ortaminda
olusturulmasi ve karakterizasyonu.

2. Olusturulan siingerimsi yap1 iskelesinin deney hayvanlarmin dislerine
uygulanmasi.

3. Uygulama yapilmis deney hayvani dislerinin g6zlem siiresi sonunda histopatolojik

acidan incelenmesi.

3.1. Kollajen ve BioAggregate’ den siingerimsi yapi iskelesinin olusturulmasi ve
karakterizasyonu

Hassas terazi ile dl¢iimii yapilan 1.5 mg BioAggregate, (DiaDent, Burnaby,
BC, Kanada) ve 15 mg sigir derisinden elde edilmis Tip I kollajen (Sigma Aldrich,
Almanya) karisimi, 0.5 % asetik asit igerisinde ¢oziildi (Sekil 3.1). Bu ¢ozeltiden 51
L, 96 kuyucuklu plakalar icerisine alindi ve -20°C’de dondurularak liyofilizator
(Labconco, ABD) ile liyofilize edildi (Sekil 3.2). Elde edilen siingerler kullanilana

kadar nemsiz ortamda ve oda sicakliginda saklandi.

t R R R

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Kollajen ve BioAggregate materyalleri.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan Liyofilizator.

3.1.1. Kollajen-BioAggregate Siingerimsi Yapi Iskelesinin Karakterizasyonu
Olusturulan yapr iskelelerinin; hiicrelerin gocii, yapismasi ve ¢ogalarak dogal
dis dokusu olusturmasi i¢in uygun yapida, biiyiikliikte ve yogunlukta gdzeneklere
sahip olup olmadiginin belirlenebilmesinde steromikroskop (Nikon, ABD) ve yiiksek
¢Ozlinirliklii Taramali Elektron Mikroskop (SEM) (Quanta, ABD) cihazlari ile
goriintiileme yapildt (Sekil 3.3). Yapir iskelelerinin gozeneklilik yiizdesinin
belirlenmesinde Civa Porozimetresi (Quantachrome, ABD) yontemi kullanildi.

Ayrica saf kollajenden ayn1 yontemlerle elde edilmis yapr iskelesi ile karsilagtirildi.

Sekil 3.3. Calismada kullanilan Steromikroskop.
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3.2. Olusturulan siingerimsi yapi iskelesinin deney hayvanlarina uygulanmasi
ve takibi

Bu calismada deneysel siiregte 4 adet Akkaraman cinsi koyun kullanildi.
Koyunlar, deneysel calismanin yapilacagi giiniin bir giin Oncesinde anestezik
maddeye bagli gelisebilecek bulanti ve hipersalivasyonu dnlemek amaciyla, 18 saat
ac ve 6 saat susuz birakildi. Calisma giinii koyunlar anestezi altina alinmadan 6nce
tartilarak agirlik ortalamalar1 42 kg olarak belirlendi ve tiim anestezik maddelerin

dozlar1 bu kg degeri baz alinarak ayarlandir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Calismada kullanilan koyunlar.

Deneysel uygulamanin yapilacagi koyun rastgele secilerek kalici sprey boya
ile numaralandirildi ve anestezisi yapilarak deneysel isleme gecildi (Sekil 3.5). Bir
koyunun deneysel islemi tamamlandiktan sonra siradaki diger koyuna anestezi

uygulandi.
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Sekil 3.5. Sprey boya ile numaralandirilmis koyun.

Anestezi i¢in, once 0,1 mg/kg Xylazine HCI igeren Alfazyne %2 (Alfasan
International B.V., Woerden, Hollanda) ve daha sonra 5 mg/kg Ketamine HCI igeren
Ketasol %10 (Richter Pharma AG, Wels, Avusturya) semimembranosus-
semitendanosus bolgesine intramiiskiiler olarak uygulandi.(Sekil 3.6) Bu dozdaki
anestezi solunum depresyonuna neden olmadigindan entiibasyon uygulanmasina
gerek kalmad. Tlgili dislere islem sonrasi agriyr énlemek amaciyla Jetokain (Adeka,

Samsun) ile infiltratif lokal anestezi yapilmistir (Sekil 3.7).

ALFAZYNE %2 Sadece Hayvan
L Saghiginda Kullanilir
1ml'de, 20 mg Ksi Enjeksiyonluk Cozelti

Veteriner Anestezik

IMAL YERL

richterpharma ag
Wels « Austria

Sekil 3.6. Calismada kullanilan anestezik maddeler.
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Sekil 3.7. Hayvanlara uygulanan lokal anestezi.

Calismada kullanilacak biitiin aletler calismadan bir giin Once, otoklavda

steril edildi ve her bir koyunda yeni steril ¢alisma aletleri kullanildi.(Sekil 3.8)

Sekil 3.8. Calismada kullanilan aletlerin bir kismi.

Calismanin rahat gerceklestirilebilmesi amaci ile deney hayvaninin agzini
acik tutmaya yarayacak bir tahta parcasina steril gazli bez sarilarak hayvanin ¢eneleri
arasina yerlestirildi ve her islem sonrasi diger deney hayvanimna gegilirken gazli bez

degistirildi. Calismada tasinabilir dis unit sistemi (Dynamic, Cin) kullanild1 (Sekil
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3.9). Mine tabakasinda 10 numarali aerator elmas frezler (Diatech, ABD), dentin
tabakasinda ise 10 numarali tungsten karbid rond frez (Diatech, ABD) kullanilarak
koyunlarin dis pulpalarinda steril sartlar altinda 1 mm biiytikligiinde perforasyonlar

olusturuldu.

Sekil 3.9. Tasinabilir dis unit sistemi.

Acilan pulpa yilizeyinde meydana gelen kanama, serum fizyolojik’e
batirilmis steril pamuk peletlerle kontrol altina alinarak kavite serum fizyolojik ile
yikanip hafifce hava ile kurutuldu.

Koyunlarin alt sag santral ve lateral disleri ve sag ve sol kanin disleri olmak
tizere toplam dort disi, iki ayr1 ¢alisma grubu olusturdu. A grubunu olusturan sag ve
sol kanin diglerine herhangi bir uygulama yapilmadi. Bu grup kontrol grubu olarak
degerlendirildi.

B grubunu olusturan sag santral ve lateral dislere ise; Kollajen (Sigma-
Aldrich, Almanya) ve BioAggregate’ den (DiaDent, Burnaby, BC, Kanada) olusan
perforasyon alanmin biiyiikliigiinde kesilmis siingerimsi yapidaki yap1 iskelesi
materyali yerlestirildi (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11). Daha sonra cam iyonomer siman
(Fuji IX GC, ABD) yerlestirilerek iki asamali self etch bonding ajan (Clearfill SE
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Bond, Kuraray, ABD) kullanilarak kompozit dolgu materyali (Arabesk, Voco,
Almanya) ile restore edildi.(Sekil 3.12)

Sekil 3.10. Siingerimsi yapidaki yap1 iskelesinin 1 mm’ lik

boyutta kesilmis goriintiisii.

Sekil 3.11. Perforasyon alanina yerlestirilis yapr iskelesi.
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Sekil 3.12. Kompozit restorasyon yapilmis disler.

Tedavileri tamamlanan koyunlar, daha sonra Firat Universitesi Tarim ve
Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi Miidiirliigii (TAHAM) biinyesindeki
bakim alaninda kendileri i¢in 6zel hazirlanmis bakim alanma alinarak gozlem
stirelerinin sonuna kadar orada tutuldu.

Calismaya dahil edilen dort koyun ikiger adet olmak {izere, dislerin gozlem
zamanlarina gore rastgele iki esit gruba ayrildi. Diglerin gozlem zamanlar1 olan
dordiincti hafta ve sekizinci haftada hayvanlar dekapite edildi ve dis 6rnekleri %10’
luk formaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya) soliisyonuna alinarak histolojik acidan
incelenmek iizere Firat Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1’ na
teslim edildi.(Sekil 3.13)

Disler numaralandirilirken, formaldehit igeren kabin dis kismina ve kapagina
hangi haftada dekapitasyonun yapildigi belirtilerek deney hayvaninin sag alt
cenesinden baslanarak sirasi ile uygulama yapilan disler numaralandirildi. Ikinci
hayvana gecildiginde numaralandirilma islemine Onceki hayvanda kalinan

numaradan devam edildi. Kontrol gruplar1 Kontrol-1 ve Kontrol-2 olarak belirtildi.
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Sekil 3.13. Dislerin formaldehit soliisyonu i¢indeki goriintiisii.

3.3. Dislerin Histopatolojik A¢idan Degerlendirilmesi

3.3.1. Dislerin Fiksasyonu

%10° luk formaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya) soliisyonuna alinarak
histolojik agidan incelenmek iizere Firat Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’ na teslim edilen kaplar 10 giin boyunca giinde 2 kez olmak iizere,
formalin soliisyonun dislere daha iyi niifuz etmesi i¢in el vasitasiyla dairesel olarak
1-2 dakika galkalandi. 10 giinlin sonunda tesbiti gerceklesen disler formalin iceren
kaplardan alinip distile su ile 1-2 dakika yikandiktan sonra yine 100 ml’lik kapakl

plastik 6zdes numune kaplarina konuldu.

3.3.2. Dislerin Demineralizasyonu

Fiksasyonu tamamlanan dislerin konuldugu kaplara demineralizasyon
amaciyla 30 ml demineralizasyon soliisyonu (Osteosoft, Merck, Almanya) ilave
edildi (Sekil 3.14). Disler 5 hafta siireyle oda sicakliginda, 11k alamayan dolaplar
igerisinde bu soliisyonda tutuldu ve soliisyonlar haftada 1 kez olmak {izere 4 kez
yenilendi. Kaplar giinde iki kez olmak iizere dairesel hareketlerle 1-2 dakika el
vasitasila ¢alkalandi. 5 hafta sonunda dislerin, el yardimiyla, son derece esnek ve

biikiilebilir 6zellikte olduklar1 goriildii ve demineralizasyon islemi sonlandirildi.



31

Sekil 3.14. Disglerin demineralizasyonu i¢in kullanilan soliisyon.

3.3.3. Dislerin Histolojik Kesit Alhmina Hazirlanmasi

Digler histolojik doku takip kasetlerine (isolab Embedding Cassettes,
Almanya) alind1 ve birkag saat siireyle ¢gesme suyunda yikandi. Daha sonra disler
doku takip kasetleri igerisinde sirastyla %70-%80-%96 ve %99’ luk konsantrasyon
oranlarindaki alkolden (Sigma-Aldrich, Almanya) gegirilerek, 4 saat ksilol’ de
(Tekkim Kimya Sanayi) bekletildi ve parafin (Leica Yaprak Parafin, Almanya)
iceren otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1020) otomatik program ile islendi
(Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Otomatik doku takip cihazi (Leica TP 1020).
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Doku takibi bitiminde kasetler parafin bloklama cihazina (Leica EG 1150 H)
alindi(Sekil 3.16). Bloklama isleminden 6nce disler, pulpadan ve islem uygulanmis
olan kaviteden kesitler alinabilmesi i¢in uzun eksenleri boyunca bistiiri yardimiyla
ikiye boliindii ve kesit yiizleri istikametinde blokland1 (Sekil 3.17). Bloklanan
dokular sogutma tinitesinde (Leica EG 1150 C) 30 dakika bekletildikten sonra kesit
kalitesini arttirmak i¢in -18 derecede 3 saat daha bekletildi. Daha sonra buz akiileri

tizerinde parafin bloklar teker teker alinmak suretiyle kesim islemine geg¢ildi.

Sekil 3.16. Bloklama cihaz1 (Leica EG 1150 H).

Sekil 3.17. Kesiti alinmis dislerin bloklanmasi.
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Seri kesitler rotary mikrotom (Leica RM 2125) ile 3 mikron kalinliginda, her
disten 10 kesit olacak sekilde alinip 42 derece sicakliktaki distile su ihtiva eden
yizdiirme havuzuna (Leica HI 1210, Almanya) birakilip 5-10 saniye doku
kirigikliklariin diizelmesi beklendikten sonra cift tarafi rodajli standart lamlara (

Micro-Tech, Almanya) alind1 (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Kesitlerin kullanildig: rotary mikrotom cihazi.

Lamlarin iizerine kursun kalem vasitasiyla disle ilgili bilgiler yazildi (6rnek:
4. haftaya ait s6z konusu materyalin siinger formu uygulanmig disten alinan kesitine
4HS yazild1). Kesitlerin lama daha iyi yapigsmasini saglamak i¢in lamlar 15 dakika 60
derece sicakliktaki preparat isticisinin (Sakura Slide Warmer, Japonya) iizerinde
bekletildi. Daha sonra bu lamlar metal lam tasima sepetlerine dizilerek 68 derece
sicakliktaki etiivde (Elektro-Mag M 3025 BP, Tiirkiye) parafinin erimesi igin 45
dakika bekletildi. 45 dakika sonunda sepetler teker teker etiivden ¢ikarilarak erimis
vaziyette olan parafinin tekrardan donmamasi igin vakit kaybedilmeden sirasiyla 2
ayr1 ksilolde 5’er dakika 10’ar kez dip yaptirilarak deparafinize edildi. Ardindan
ksiloliin kurumasi i¢in 5 dakika daha 68 derecedeki etiivde bekletilen sepetlere
Standart Hematoksilen-Eosin boyama yontemi uygulandi (Merck, Almanya).
Boyama isleminden sonra degisen derecelerde (%96-%96-%99-%99) alkol

serisinden gegirilen sepetler kurumasi i¢in 10 dakika daha 68 derece sicakliktaki
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etlivde tutuldu. Etiivden c¢ikarilan sepetler 2 ayr ksilolde 5’er dakika tutulduktan
sonra lamlar entellan kullanilarak (Merck, Almanya) lamellerle (Micro-Tech,
Almanya) kapatildi. Kurumasi i¢in 20 dakika 60 derece sicakliktaki preparat
wsiticisinin lizerinde bekletildi (Sekil 3.19). Mikroskobik goriintiileme, dl¢imler ve
fotograf ¢ekimleri Olympus BX 43 Trinokiiler Florasan Atagmanli ve Goriintiileme
Sistemli Isik Mikroskobu kullanilarak CellSens Standard Software programi
vasitasiyla yapildi (Sekil 3.20).

Sekil 3.19. Histolojik incelemeye hazirlanmis preparatlar.

Sekil 3.20. Olympus BX 43 Trinokiiler Florasan Atagmanli ve
Goriintiileme Sistemli Isik Mikroskobu.
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Dentin kopriisii 6l¢gtimlerinde her disten alinan iki kesit tizerinde dort farkl
noktadan perforasyon alaninda olusan dentin miktar1 6lgiildii (Sekil 3.21). Her dis

icin toplamda 8§ adet dl¢tim degeri elde edilmis oldu.

Sekil 3.21. Olusan dentin miktarinin 6l¢iildiigi bir kesit

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Bu c¢aligmada olusan dentin kopriilerinin 6l¢iim degerleri skaler bir deger
oldugu i¢in 4. ve 8. haftalar arasinda olusmus dentin kopriisii miktarinin istatistiksel
olarak karsilastirilmasinda non-parametrik Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
Testin non-parametrik olarak se¢ilmesinin sebebi ise Kolmogorov-Simirnov
normallik testine gore dentin kopriilerinin 6lglim degerlerinin normal dagilim
gdstermemesidir. Istatistiksel analizler SPSS Windows 13.0 paket programi ile

gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kollajen-BioAggregate Yapi Iskelesinin Karakterizasyonu

4.1.1. SEM ve Civa Porozimetresi Bulgular:
Aliman SEM goriintiileri ve civa porozimetresi sonuglari olusturulan yapi

iskelelerinin gozenekliligini gostermistir (Sekil 4.1).

“det 5; ot | 200 pm WD det | spot
Central Laboratory M | 5.00 k' 00x|/11.1 mm|ETD| 3.0 Central Laboratory

Sekil 4.1. (A) Sadece kollajen kullanilarak elde edilmis siingerimsi yap1 iskelesinin
SEM goriintiisti.
(B) BioAggregate ve Kollajen karigimi kullanilarak elde edilmis

stingerimsi yapi iskelesinin SEM goriintiisii

Gozeneklilik yilizdesi hesaplanmasi icin yapilan civa porozimetresi ve SEM
yontemlerinin sonuglart Tablo 4.1° de gosterilmistir. Yapilan her iki yontemle de, saf
kollajen ile olusturulmus yapr iskelesi ile Kkarsilastirildiginda BioAggregate
materyalinin yapiya katilmasiyla olusan yapi iskelesinin gozeneklilik kaybina

ugradig gézlenmektedir.



Tablo 4.1. Civa porozimetresi ve SEM yontemleri ile hesaplanan gézeneklilik
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yiizdeleri
Gozeneklilik (%)
Ornek Civa Porozimetrisi SEM
Saf kollajen yapi iskelesi 86 62
Kollajen-BioAggregate yap1 iskelesi 57 36

SEM sonuglart porozimetreden elde edilen degerlerden diistiktiir. Her iki

yontemle de BioAggregate materyali iceren yapi iskelesi, saf kollajen igeren 6rnege

oranla daha disiik gozeneklilikte bulunmustur.

Iki 6l¢iim yontemi sonuglari

arasindaki bu farkliligin gozeneklilik dl¢timiinde izlenilen yontemin farkliligindan

oldugu disiinilmektedir. Sonugta civa porozimetresi degerinin kullanilmasi daha

uygun olacaktir.

SEM goriintiilerinden yapilan hesaplamalara gore gozenek boyutu gézenek

sayist iliskisi Grafik 4.1 de gosterilmistir. Saf kollajen yapi1 iskelesinde, Kollajen-

BioAggregate yap1 iskelesine gore daha biiyiik olan daha fazla gozenek saptanmistir.

15
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Grafik 4.1. (A) Saf kollajen yap1 iskelesinin gézenek boyutlari ve sayisi.
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(B) Kollajen- BioAggregate yapi iskelesinin gézenek boyutlari ve

sayisl.
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4.2. Dis Orneklerinin Histopatolojik Bulgulari

4.2.1. Kontrol Grubu Dislerinin Histopatolojik Bulgular:
Kontrol grubu olarak alinmis dislerin histopatolojik degerlendirmelerinde
herhangi bir patolojik duruma rastlanmamis, pulpa dokusu ve periapikal dokularin

saglikli oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.2).

Odontoblast tabakasi

\

\
Kan Damarlari \ ; vt

7 P
Predentin \ 1N /' Sekonder Dentin

N e , -

§L200um

Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait bir disin hematoksilen eozin boyamasi yapilmig x4

biiyiitmedeki goriintiisii.

4.2.2. Dordiincii Haftaya Ait Dislerin Histolopatolojik Bulgular:

Dordiincti hafta sonunda, siingerimsi yapi iskelesi uygulanmis dislerde
osteodentin yapida gdzenekli tamir dentin yapisimin tam olarak sekillendigi
gozlenmektedir. Tamir dentini i¢inde siingerimsi yapr iskelesi artiklarina da
rastlanmistir. Pulpada yangisal donemi diisiindiiren bulgulara rastlanmamustir. Dentin
tabakas1 ile sekillenen yeni doku arasinda iyi bir uyumun oldugu goriilmistiir

(Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).



Sekil 4.3. Dordiincii haftaya ait 1. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 1.

disinin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x4 biiylitmedeki goriintiisii.

Sekil 4.4. Dordiincii haftaya ait 1. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 2.

disinin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x4 biiylitmedeki goriintiisii.
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Nekrotik alan

Rejenere dentin dokusu
icerisinde “Lakuna” lari
iceren osteodentin
benzeri yapi

Sekil 4.5. Dordiincii haftaya ait 2. hayvanin siingerimsi yapi iskelesi uygulanmis 1.

disinin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x 10 biiylitmedeki goriintiisii.

Sekil 4.6. Dordiincii haftaya ait 2. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 2.

disinin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x10 biiyiitmedeki goriintiisii.

40
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4.2.3. Sekizinci Haftaya Ait Dislerin Histolopatolojik Bulgulari

Sekizinci hafta sonunda, siingerimsi yapi iskelesi uygulanmis dislerde
osteodentin yapida homojen kompakt tamir dentin yapisinin tam olarak sekillendigi
gozlenmektedir. Perforasyon alanina dogru ilerleme gosteren osteodentin yapisi
dentin kopriisii ile ayni Ozelligi tasimaktadir. Pulpa igerisine dogru ilerleyen
osteodentin karakterindeki yap1 da yine benzer 6zellik tagimaktadir. Dentin kopsiinii
olusturan osteodentin dokunun dentin yapisindaki tiibiillere benzer yap1 gosterdigi
izlenmistir. Osteodentin dokusu igerisinde yangisal reaksiyonu diisiindiirecek
hiicresel (n6trofil, makrofaj, lenfosit gibi..) infiltrasyonlar ve kapiller hiperemi
disinda yangisal bir reaksiyon gozlenmemistir. Tamir dentini i¢inde siingerimsi yap1
iskelesi artiklarinada rastlanmigtir. Dentin tabakasi ile sekillenen yeni doku arasinda
Iyi bir uyumun oldugu gorilmistiir (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil
4.11, Sekil 4.12).

Sekil 4.7. Sekizinci haftaya ait 1. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 1.
disinin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis A) x4 ve B) x10 biiyiitmedeki

goruntisi.



Sekil 4.8. Sekizinci haftaya ait 1. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 2.
disinden alinmis kesitin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x4 biiyiitmedeki

goruntiisi.

Sekil 4.9. Sekizinci haftaya ait 1. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis 2.
disinden alinmig kesitin hematoksilen eozin boyamasi yapilmig x10 biiyiitmedeki

goruntisu.
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Sekil 4.10. Sekizinci haftaya ait 2. hayvanin siingerimsi yap1 uygulanmis 1. diginden

alinmis kesitin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x4 biiyiitmedeki goriintiisii.

Sekil 4.11. Sekizinci haftaya ait 2. hayvanin siingerimsi yap1 iskelesi uygulanmis bir

disten alinmis kesitin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis A) x20, B) x40
biiyiitmedeki goriintiisii; Rejenere dentin ve odontoblast benzeri hiicreler (siyah
oklarin gosterdigi hiicreler), gen¢ dentin dokusu (siyah yildizli alan) ve hipermik
pulpa (beyaz oklar).
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Gelisen osteodentin
dokusu igerisinde
bulunan geng
granilasyon dokusu
adaciklari

o

Sekil 4.12. Sekizinci haftaya ait 2. hayvanin siingerimsi yap1 uygulanmis 2. disinden

alinmis kesitin hematoksilen eozin boyamasi yapilmis x4 biiyiitmedeki goriintiisii.

4.3. Dentin Kopriisii Olciim Degerleri

Kollajen - BioAggregate yapi iskelesi uygulanmig diglerde dordiincii hafta
sonunda pulpa perforasyon alaninda olusmus dentin miktar1 1108,00+42,031um
olarak bulunmustur (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Sekizinci hafta sonunda yapilan olgtimlerde ise pulpa perforasyon alaninda
olusmus dentin miktar1 1287,75+394,71um olarak bulunmustur (Tablo 4.2, Grafik
4.2).

Dordiincii ve sekizinci haftaya ait ortalama ve standart sapma degerleri
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi

goriilmiistiir (P>0.05)



Tablo 4.2. Haftalara ait dentin 6l¢iim miktarlari.

Olciim Haftas: Ornek sayisi Ortalama Deger (um)
4 4 1108,00+42,031
8 4 1287,75+394,71
1800,0000
1600,0000
€
=3
g 1400,0000]
E
©
¥
(=
:E 1200,0000
[
" ==
1000,00007]
L
800,0000
4. hlafta 8. hlafta

Hafta

Grafik 4.2. 4. ve 8. haftalarin dentin 6l¢iim miktarlari.
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5. TARTISMA

Bu calismada, Kollajen ve BioAggregate materyallerinin belirli oranlardaki
karigimi ile olusturulmus ve liyofilizasyon islemi ile gozenekli hale getirilmis yap1
iskelesinin perfore edilen koyun dislerinde direkt kuafaj materyali olarak
kullanilmasmin dentin dokusunda doért ve sekizinci haftalar arasindaki dentin
kopriisiiniin olusumuna katkis1 ve gelisen doku altinda kalan pulpa dokusunun
devamliligina etkisi histolojik incelemelerle degerlendirilmistir.

Insan disleri sinirhi derecede kendini yenileyebilme kapasitesine sahip
yapilardir. Farkli mineralize dis dokular1 (mine, dentin, sement ve alveol kemigi)
farkli olusum siireclerine (amelogenez, dentinogenez, sementogenez ve osteogenez)
ve kendini yenileyebilme kabiliyetine sahiptir (76). Mine dokusunun progenitor
hiicresi olan ameloblastlarin mine matriksinin olugum siirecinde apoptozise ugramasi
nedeniyle silirmiis bir disteki mine dokusunun kendini yenileyebilmesi miimkiin
degildir (77). Fakat slirmiis bir digin tersiyer dentin, 6nceden var olan odontoblastlar
ile reaksiyoner dentin ve farklilasmis odontoblast benzeri hiicreler ile tamir dentin
olusturabilme kapasitesi vardir. Reaksiyoner dentin mevcut odontoblastlar tarafindan
tiretilirken, tamir dentini farklilasmis odontoblast benzeri hiicrelerle olugsmaktadir
(76).

Direkt pulpa kuafajinda amag dis pulpa dokusunun canliligini devam etmesini
saglamaktir. Bu da ag¢iga ¢ikmis canli pulpa dokusunda; tamir dentin yapimini
uyaracak, bakterilerin pulpayr enfekte etmesini Onleyecek, tamir dentin yapimini
saglayacak biyouyumlu dental materyallerin kullanimi ile mimkiindiir (78). Bu
amagcla c¢alismamizda biyouyumlu materyaller olan BioAggregate ve kollajenden
olusturulmus yapi iskelesi kullanilmisgtir.

BioAggregate biyouyumlulugu kanitlanmis yeni bir endodontik dolum ve
tamir simanidir (79). Literatiirde BioAggregate materyali kullanilarak yapilmig sinirli
sayida invivo ve invitro ¢alisma mevcut iken bu materyal kullanilarak
gerceklestirilen direkt pulpa kuafaji ¢alismasina rastlanmamistir. Fakat yapi ve

kullanim endikasyonlari agisindan benzer olan MTA materyali ile ilgili direkt pulpa
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kuafaji ¢alismalari mevcuttur (80-82). Yalgin ve ark. (83) tarafindan gergeklestirilen
ve TUBITAK tarafindan desteklenen bir projede (110S483-SBAG) dis hekimligi
kliniklerinde yaygin olarak kullanilan 4 farkli kuafaj materyalinin dis pulpast kok
hiicreleri iizerindeki odontojenik farklilasmaya etkisi incelenmistir. Bu projenin
sonuglarina gore diger kuafaj materyallerine oranla hiicrelerin  odontojenik
farklilasmasina etkisi acisindan en olumlu sonuglar DiaRoot BioAggregate
materyalinde gorilmiistiir. Bizim projemizde de bu c¢alismadan yola c¢ikilarak
DiaRoot BioAggregate materyali kullanilmistir.

MTA’ nin BioAggregate’ e gore farklarindan biri iceriginde, materyalin
radyoopakligini saglayict bizmutoksit maddesinin bulunmamasidir. Bu maddenin
sitotoksisitesi ile ilgili bazi calismalar yapilmistir. Insan ilik stromal hiicreleri
tizerinde yapilan bir ¢alisgmada hem bizmutoksit eklenen siman hem de yapisinda
bizmutoksit iceren MTA, hiicrelerin biiyiimesini azaltmistir (84). Insan dis pulpasi
hiicreleri iizerinde yapilan bir bagka ¢alismada, bizmutoksit iceren portland simani ve
MTA’ nin hiicre canliligini etkileyerek sitotoksisite gosterdigi raporlanmistir (85).
Bizmut oksit igeren portland simanlarinin radyoopakligmnin ve sitotoksisitesinin
incelendigi bir bagka ¢alisma ise bizmutoksitin materyallere eklenmesinin
materyallerin ~ biyouyumlulugunu etkilemedigini  gdstermistir  (86).  Bizim
caligmamizda MTA yerine bizmutoksit icermeyen BioAggregate materyalinin
kullanilmas1 bu kaygilardan uzak kalmamizi saglamigtir.

BioAggregate’ in insan fibroblast hiicreleri lizerindeki etkisinin incelendigi
bir invitro ¢alismada materyalin kabul edilebilir bir biyouyumluluga sahip oldugu
raporlanmstir (54). BioAggregate ve MTA’ nin osteoblast hiicrelerindeki etkilerinin
incelendigi bir ¢calismada da; BioAggregate’ in nispeten daha iyi bir etkisi olmakla
beraber MTA ile birlikte osteoblast hiicrelerinde mineralizasyonu saglayici genlerin
ekspresyonunu uyardigr gozlemlenmistir  (87). Calismamizda kullandigimiz
Kollajen/BioAggregate yapi iskelesinin dis pulpasindaki kok hiicrelerin odontoblast
benzeri hiicrelere farklilagsmasini saglayarak mineralize tamir dokusu olusturmasi bu
caligsma ile benzerlik gostermektedir.

BioAggregate’ in insan dis pulpasi hiicrelerinin odontojenik farklilagmasina
etkisinin incelendigi bir ¢alismada ProRoot MTA’ nin da aralarinda bulundugu 4

farklt materyal kullanilmistir (88). Erken osteoblastik farklilasma belirleyicisi olan
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ve mineralizasyon siirecinde onemli rol oynayan ALP aktivitesi seviyesi ProRoot
MTA ve BioAggregate i¢in benzer bulunmus fakat 14. giin sonunda BioAggregate’
in ProoRoot MTA” ya gore daha mineralize nodiiller olusturdugu goriilmiistiir (88,
89). Bizim ¢alismamizda da BioAggregate materyali igeren yap1 iskelesinin hem 4.
hafta hem de 8. hafta sonunda perforasyon alaninda disin dogal dentin dokusuna
benzer mineralizasyonda osteodentin yap1 olusturmasi bu ¢alisma ile uyum
gostermektedir.

ProRoot MTA ile DiaRoot BioAggregate’ in sistemik biyouyumlulugunun
degerlendirildigi bir caligmada; materyaller {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
hazirlanip teflon kaliplara yerlestirilerek ratlarin sirtinda agilan ceplere implante
edilmis ve ratlar 7. ve 30. giinde sakrifiye edilerek bobrek ve karacigerinde histolojik
ve morfometrik incelemeler yapilmistir. Calismanin sonuglart ProRoot MTA ile
DiaRoot BioAggregate’ in ratlarin bobrek ve karacigeri iizerinde iltihabi etkilere yol
actigint ve MTA’ nin etkisinin BioAggregate’ e gore ¢ok daha siddetli oldugunu
gostermistir (55). Morais ve ark. (90) ile Parirokh ve ark. (91) yaptiklari benzer
calismalarda subkiitan dokunun MTA’ ya verdigi iltihabi cevabin 60 giin sonra
diistiigiinii  belirtmis fakat kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda tamamen bir
iyilesmenin  gergeklesip  gerceklesmedigi  konusunda herhangi bir  bilgi
vermemislerdir. Bizim g¢alismamizda ise hem 4. haftadaki 6rneklerde hem de 8.
haftadaki 6rneklerde kapiller hiperemi disinda yangisal bir yanit goriilmemistir.

ProRoot MTA ve diger portland bazli simanlarin mekanik, fiziksel ve
biyolojik ozellikleri ile ilgili son yillarda bir¢ok ¢alisma yapilmistir (92-94). MTA,
pulpa kuafaj materyali olarak bir¢cok calismada kullanilmis, etkinligi gosterilmis ve
tavsiye edilmistir (95-97). MTA’ nin osteoblastlar {izerindeki gen ekspresyonu
cevabinin incelendigi invitro bir deneyde, materyalin 24 saat sonra osteoblastlarda
osteokalsin ve tip | kollajen ekspresyonunu arttirdign goriilmiistiir (98). Diger
arastirma c¢alismalari MTA’ nin sementoblast, fibroblast, ve osteoblastlarin
proliferasyonunu uyardigini gostermistir (99). Ayrica yapilan bir ¢calismada MTA’
nin mineralize matriks gen iiretimi ve protein ekspresyonu yaninda sementoblastlarin
baglanma ve biiylimesine izin verdigi de gorilmiistiir (100). Bizim ¢alismamizda da
BioAggregate materyali, dis pulpasi kok hiicrelerinin farklilagarak osteodentin

yapida tamir dokusu olusturmasini indiiklemis olabilir.
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ProRoot MTA ve DiaRoot BioAggregate’ in de aralarinda bulundugu 4 farkl
kok dolum materyallerinin siit diglerinde kirilma direncine etkilerinin incelendigi bir
calismada 1 yillik zaman dilimi i¢inde DiaRoot BioAggregate en yiiksek kirilma
direnci gosteren materyal olmustur. ProRoot MTA ise ligilincli en yiiksek kirilma
direncine sahip materyal olarak belirtilmistir. Bu ¢alisma ile (53) BioAggregate’ in
klinik kullanimi i¢in tavsiye edilebilecek bir materyal oldugu anlasilmis ve
calismamizda tercih edilmesindeki etkenlerden biri olmustur.

MTA ile yapilmig bir insan ¢alismasinda; MTA ve bir kalsiyum hidroksit
preparatt olan Dycal ile i¢ilinci molar dislere direkt pulpa kuafaji tedavisi
uygulanmistir. Bir hafta sonra yapilan gozlemde MTA uygulanmis dislerde
enflamasyonun olmadig1 ve ii¢ ay sonraki gozlemde de kalinlig1 artan bir sert doku
bariyeri oldugu goézlenmistir. Dycal uygulanan dislerde ise enflamasyon ve tiinel
defektlerinin oldugu, siirekliligi az doku bariyeri gorilmistir (101). Bizim
calismamizda da 8. hafta 6rneklerinde 4. hafta 6rneklerine gore daha yogun ve bazi
orneklerde de kalinlig1r artmis osteodentin yapida sert doku olusumu gdzlenmistir.
Ayrica hem 4. haftadaki orneklerde hem de 8. haftadaki orneklerde yangisal bir
cevaba ve tiinel defektlerine rastlanmamustir.

Rat dislerinde MTA ve kalsiyum hidroksitin direkt pulpa kuafajinda
kullanim1 sonrasinda tamir boyunca fibronektin molekiiliiniin immunlokalizasyonuna
bakilmistir. MTA uygulanan dislerde daha yogun fibronektin varhigina, daha az
enflamasyona ve daha erken fibrin matriks olusumuna rastlanmistir (102).
Caligmamizda kullanilan BioAggregate materyalininde MTA’ ya benzer yapida
olmasi nedeniyle hiicre farklilagsmasini uyararak daha hizli ve saglikli bir tamir dentin
Olusumunu sagladig: diistintilmektedir.

Tip I kollajen hiicrelerin yapigsmasi ve yayiliminda etkili bir proteindir (103).
Calismamizda kullandigimiz  yap1 iskelesi tasarlanirken tip 1 kollajenin
kullanilmasina karar verilmesinde materyalin boyle bir 6zellige sahip olmasi en
onemli etkenlerden biri olmustur.

Kakarla ve ark. (71) yaptiklar1 klinik bir ¢alismada kollajen partikiillerini ve
yeni bir simani siit dislerinde kuafaj materyali olarak kullanmiglardir. Her iki
gruptaki dislerin 7., 15. ve 30. giinlerdeki histolojik incelemelerinde her iki grupta da

gittikce azalan bir enflamasyon gozlenmis ve 30. giiniin sonunda enflamasyonun
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tamamen ortadan kalktigi ve dentin kopriisiiniin olustugu raporlanmistir. Ayrica
kollajen grubunun yeni siman materyaline gore daha iyi bir kuafaj materyali oldugu
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da 8. haftadaki Orneklerin histolojik
incelemelerinde 4. haftadaki orneklere gore daha kompakt osteodentin yapi
gbzlemlenmistir. Ayn1 zamanda 8. haftadaki Orneklerde osteodentin yapi iginde
dogal dentin dokusuna benzer tiibiilimsii yapilarin da olusmaya basladig
gozlemlenmistir.

Postlewaithe ve Kang topikal olarak yerlestirilen kollajenin enflamatuvar
hiicreleri aktive ederek yara iyilesmesini baslattigini ve iyilesen dokuda artan bir
vaskiilarizasyon sagladigini belirtmisglerdir (104). Bizim ¢alismamizda da yara
yiizeyinin iyileserek vaskiilarizasyonun saglanmasinin  kollajenin  etkisiyle
gerceklestigi diistintilebilir.

Hidroksiapatit ve kollajenden (HA/Kol) olusturulan, iki farkli partikiil
biiyiikliigiine sahip kompozit siingerlerin ve sadece kollajenden (Kol) olusturulan
kompozit siingerin osteoblast hiicrelerinin osteoblastik farklilagsmasi {tizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, nano partikiilliit HA/Kol yapinin iizerine ekilen
osteoblast hiicrelerinin osteoblastik farklilasma hizinin biiyiik partikiillii HA/Kol
siingeri ve Kol slingeri {lizerine ekilen hiicrelere gore daha yiiksek oldugu
goriilmistiir  (105). Calismamizda kullanilan  BioAggregate  materyalinin
hidroksiapatit icermesi (106), pulpa hiicrelerinin odontoblast benzeri hiicrelere
farklilasmasini hizlandirmis olabilir.

Bir hiicre kiiltliri ¢aligmasinda, Dogan ve ark. (107) dogrudan kiiltiir
ortamima biraktiklar1 kollajen siinger parcalarinin hem fibroblastlar hem de
osteoblastlar tarafindan kabul gordiiglini ve yaptiklar1 elektron mikroskobik
degerlendirmede hiicrelerin kollajen siingere baglanarak siingerin gézenekleri arasina
girdiklerini gozlemlemislerdir. Calismamizdaki 8. hafta Orneklerinin bazilarinda
siingerimsi yap1 iskelesi i¢ine dogru gelisen dokularin goriilmesi bu ¢alismay1
destekler niteliktedir.

Dick ve ark. (108)’ da kollajen siingeri pulpa kuafaj materyeli olarak
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda materyalin kalin dentin k&priisii olusturmadigi
fakat mineralizasyonu sagladigini bildirmislerdir. Caligmamizdan yola ¢ikarak tamir

dentini olusumuna kollajenin de katkist oldugu sdylenebilir.
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Hasar gormiis dis yapilarimin yeniden olusturulmast ve biyolojik
fonksiyonlarmin restore edilmesinde yapi iskelesi kdkenli doku miihendisligi umut
verici bir strateji sunmaktadir, fakat yapi iskeleleri dis kok/progenitoér hiicrelerin
adezyonu, cogalmasi, farklilasmasi ve sonug olarak dogal dis dokusu olusumunun
meydana gelmesi icin uygun bir ortam saglamalidir. Ug boyutlu yap1 iskeleleri, doku
tamiri ve rejenerasyonunda hedeflenen fonksiyonlar ig¢in kok hiicrelerin gizli
potansiyelinin yOnlendirilmesinde ideal bir sistemdir. Bizim c¢alismamizda da
iatrojenik nedenlerle meydana gelen perforasyonlar taklit edecek sekilde koyun
dislerinde perforasyonlar olusturuldu ve hiicrelerin adezyonu, c¢ogalmasi,
farklilagsmasi ve sonug¢ olarak dogal dis dokusu olusturarak hasarli bolgeyi tamir
edilebilmeleri i¢in hiicrelere uygun bir ortam sunan biyouyumlu materyallerden
meydana gelmis bir yapi iskelesi tasarlanarak perforasyon alanina uygulandi.

Dis pulpast kok hiicreleri ve kollajen siinger yapi iskelesinin insan
mandibulasindaki iyilesmeye etkisinin incelendigi olduk¢a az sayidaki klinik
caligmalarin birinde hastalarin alt ti¢lincii molar dislerinden biri alinarak pulpasindan
dis pulpast kok hiicreleri izole edilmis ve kollajen siingerden olusturulan yap1
iskelesine ekilerek ¢ekim bosluguna yerlestirilmistir. Kars1 bolgedeki iiglincii molar
dis de ¢ekilerek, kontrol grubu olarak ¢ekim bosluguna herhangi bir islem
yapilmamstir. Ug ay sonra dis pulpas1 kok hiicrelerinin kollajen siinger ile kombine
edilerek yerlestirildigi bolgede kemik rejenerasyonunun basladigi ve kontrol
bolgesine gore kortikal kemik seviyesinin oldukga yliksek oldugu radyografilerde
goriilmistiir. Bir y1l sonraki radyografik, histolojik ve immunflorosans analizlerde de
yine kontrol bolgesine gore uygulama boélgesinde oldukga iyi organize olmus kemik
yapist tespit edilmistir (109). Bizim ¢alismamizda da 8. hafta sonundaki 6rneklerin
histolojik kesitlerinde perforasyon alaninin osteodentin yapi ile tamamen oOrtiildiigii
gozlenmistir.

Kemik morfogenetik proteini (BMP2) dozunun kollajen siingerden
olusturulmus yap1 iskeleleri ile ayarlandigi Kim ve ark. (110) tarafindan yapilmis bir
calismada, daha sik kullanilan farkli materyallerden meydana gelmis yap1
iskelelerine gore daha yavas salimim yapmasi beklendigi igin tip I kollajenden
yapilmis yapi iskelesinin kullanildig: bildirilmistir. Ratlarda yeni kemik olusumunun

sistemik laktoferrin uygulamasi ile incelendigi bir ¢alismada da kemik defektlerinin
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doldurulmasinda kollajen siingerler yap1 iskelesi olarak kullanilmis ve yeni kemik
olusumu goézlenmistir (111). Kollajenin yap1 iskeleleri i¢in uygun ve sikg¢a kullanilan
bir materyal olmasi1 nedeniyle bizim ¢alismamizda da bu caligmalara benzer sekilde
yapi iskelesinin olusturulmasinda %90 gibi bir oranda kollajen materyali kullanilda.

Qu ve ark. (112) yaptiklar1 ¢alismada ii¢ boyutlu, yiiksek poroziteli,
nanofibréz jelatin/magnezyum fosfat hibrit yap1 iskelesi olusturmuslardir. Bu yapi
iskelesi sadece dogal dentin matriksinin kimyasal yapist ve nano yapili tasarimini
taklit etmemis ayn1 zamanda Mg iyonlar ile dis pulpasi kok hiicrelerinin (DPSC)
cogalmasi, farklilagsmasi ve biyomineralizasyonu i¢in kimyasal sinyaller saglamistir.
Sonug olarak da yiiksek ekstraselliiler matriks (ECM) sekresyonu ve sert doku
olusumu goézlenmistir. Jelatin, kollajenin kismi hidrolizi ile elde edilen ¢oziinebilir
bir protein bilesiktir (113). Bizim c¢alismamiz da da Kollajen ve BioAggregate
materyalleri hem yap1 iskelesi olusturmak hem de bu g¢alismaya benzer sekilde
DPSC’ lerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini saglamak icin kullanilmistir.

Anatomik olarak sekillenmis biitlin bir dis olugturma c¢aligsmalar1 da yapilmig
ve belirli 6l¢iide basariya ulasilmistir. Bu g¢alismalarin birinde Young ve ark. (16)
poliglikolat/poli-L-laktat (PGA/PLLA) ve poli-L-laktat-ko-glikolat (PLGA)
materyallerinden insan kesici ve molar disleri seklinde yap1 iskeleleri olusturmus ve
kollajen ile kaplayarak domuzlarin {igiincii molar dis tomurcuklarindan elde ettikleri
hiicreleri ekmislerdir. Olusturulan yap1 iskelelerini ratlarin  karin igerisine
yerlestirmiglerdir. 20-30 hafta sonraki histolojik incelemelerde dentin, mine organt,
odontoblastlar, 1y1 bir bicimde tanimlanabilen pulpa odas1 ve kabul edilebilir yapida
Hertwig kok epitel kin1 ve sementoblastlarin olustugu gorilmistir. Bizim
caligmamizda da perforasyon alanina uygun biiyiikliikte yapi iskeleleri olugturularak
canlinin kendi hiicrelerinin yap1 iskelesine yerlesip perforasyon alaninda tamir dentin
dokusu olusturmasi saglanmaistir.

Duailibi ve ark. (17, 18) yaptiklari ¢aligmalarda, Young ve ark.” nin yaptiklari
biitiin bir dis olusturma calismasina benzer sekilde yapi iskelelerine rat dis
tomurcugu hiicreleri ekerek bunu 6nce ratlarin karin igerisine, sonraki ¢caligmalarinda
da ratlarin ¢enelerine yerlestirmiglerdir. 12 haftalik bir goézlem siiresi sonunda
yaptiklart histolojik ve immunohistokimyasal incelemelerde dentin, mine ve pulpa

dokularini i¢eren dis formunda yapilarin meydana geldigini raporlamislardir. Bizim
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calismamizda bu calismada kullanilan ve klasik doku miihendisligi yaklagimi olan
yapi iskelesine hiicrelerin ekilmesiyle doku olusturulmasi yontemi yerine daha kolay,
daha ucuz ve tavsiye edilen yeni bir doku miihendisligi yontemi olan canlinin kendi
hiicrelerinin ilgili alana yerlestirilen yap1 iskelesi igine yerlesmesi saglanarak doku
olusturmas1 yaklagimi (bu yontem “cell homing” doku miihendisligi yaklasimi olarak
da adlandirilmaktadir) kullanilmigtir.

Literatiirde “freze-drying” olarak da adlandirilan liyofilizasyon yontemi
biyomateryallerde porozitenin olusturulmasinda yaygin ve ortak bir bigimde
kullanilan tekniklerden biridir (41). Bu ¢alismada da soliisyon kollajenin lifli hale
getirilmesinde ve silingerimsi yapilarin olusturulmasinda liyofilizasyon yontemi
kullanilmuistir.

Yap1 iskelelerindeki porlarin yogunlugunu ve por biyiikligini tespit
edebilmek i¢in ¢ok sayida yontem kullanilmistir. Bu ydntemlerden biri civa
porozimetresi yontemidir (114, 115). Bir diger kullanilan yontem ise por yogunlugu
ve por boyutlarinin SEM goriintiilerinin gesitli bilgisayar yazilimlari ile analizidir
(116, 117). Bizim ¢alisgmamizda da civa porozimetresi sonuglarina gore % 57 ve
SEM sonuglarina gore % 36 degerlerinde por yogunlugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda yap1 iskelesinin SEM sonuglarina gore agirlikli olarak 6-10 pm boyutta por
hacmine sahip oldugu tespit edilmistir. Yiiksek porozitenin hiicre baglanmasini
etkilemedigi fakat hiicre ¢ogalmasimnin artisini sagladigi ve oksijen ve besinlerin
gecisini kolaylastirdigi belirtilmistir (118). Fakat porozitenin ve por biiyiikligiiniin
artist hiicre g¢ogalimini kolaylastirirken yapr iskelesinin mekanik 6zelliklerini
zayiflatarak yapisal biitiinligiinii riske atmaktadir (41). Ayni zamanda kollajen
stingerin kabarma davranisi, yeterli por boslugu olusturarak hiicrelerin biiylimesi ve
besinlerin teminine izin vermektedir (119). Bizim c¢alismamizda da 8. hafta
orneklerinin bazilarinda perforasyon alaninin disina tasarak slingerimsi yapi igine
dogru da gelismis osteodentin yapimin goriilmesi, kullandigimiz yap: iskelesinin
sahip oldugu por biyiikliigi ve por yogunlugu ile tamir dentinini olusturan
odontoblast benzeri hiicrelerin yerlesmesi, ¢ogalmas: ve farklilagsmasina uygun bir
ortam saglamis oldugunu gostermektedir.

Kim ve ark. (69) dis seklinde agirlik¢a % 80 polikaprolakton (PCL) ve % 20
hidroksiapatit (HA)’ den olusan ve dis seklinde hazirlanmis yapi iskelelerinin
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mikrokanallarina biliylime faktorii iceren ve igermeyen tip I kollajen soliisyonu
akitarak ratlarin sirt deri altina ve ¢ekim soketine yerlestirmiglerdir. Dokuz hafta
sonra yapilan incelemelerde 6zellikle biiyiime faktorii igeren yapilarda mikrokanallar
icinde bolca hiicre ile birlikte yeni olusan bir kemik, kan damarlar1 ve ayrica ¢ekim
soketi i¢ine yerlestirilen yap1 iskelesi etrafinda periodontal dokuya benzer lifli bir
yapt gozlemlenmistir. Bu ¢alisma hiicre transferi olmadan “cell homing” yaklagimi
ile sadece yap: iskelesi ve hiicrelerin gb¢ ederek yapi iskelesi igine yerlesmesini,
orada ¢ogalmasini ve farklilasmasini saglayacak faktorlerin kullanilmasi ile anatomik
olarak sekillenmis dis benzeri bir yapinin olusturuldugu ilk invivo calisma niteligi
tasimaktadir. Calismamizda, Kim ve ark.” nin yaptiklar1 bu 6rnek calismaya benzer
sekilde disaridan bir hiicre transferi yapilmadan sadece Kollajen ve BioAggregate
materyalleri ile olusturulmus pordz yapi iskelesi ile canlinin kendi hiicrelerinin yap1
iskelesi i¢ine gog¢ edip yerlesmesi, cogalmasi ve dogal dis dokusuna farklilasmasinin
saglanmasi amaglanmustir. Incelenen 8. hafta &rneklerinde siingerimsi yapi igine
dogru da osteodentin yapida bir doku olusumunun meydana gelmesi, yapi iskelesinin
dis pulpast kok hiicrelerinin beklenilen sekilde yapi iskelesi icine go¢ ederek
yerlesip, ¢ogalip, farklilagabilmesine olanak sagladigini géstermektedir.

Ishizaki ve ark. (120) kopeklerde yaptiklari bir pulpa kuafaji ¢alismasinda
mine matriks tlirevlerine pulpanin verdigi tersiyer dentin olusumu cevabin
histopatolojik olarak incelemislerdir. Uygulama yaptiklar1 dislerin gézlem stirelerini
1, 4 ve 8. haftalar olarak belirlemisler ve 4. ve 8. haftada artmis tersiyer dentin
olusumu raporlamiglardir. MTA ve kalsiyum hidroksitin Accorinte ve ark. (121)
tarafindan insan disleri lizerinde incelendigi ve biitiin gruplarda da sert doku kopriisii
olusumunun goézlemlendigi bir direkt pulpa kuafaji ¢alismasinda da uygulama
yapilmis dislerin gozlem siireleri 30 ve 60 giin olarak belirlenmistir. Ayrica MTA
materyali uygulanan gruplarda kalsiyum hidroksit uygulanmig gruplara gore daha
hizli bir pulpa iyilesmesi goriilmiistiir. Bir baska ¢alismada da Moazzami ve ark.
(122) MTA ile birlikte yeni bir pulpa kuafaj materyalinin rat dislerindeki ekspoze
pulpalar iizerindeki etkisini 2 hafta ve 2 aylik gozlem siireleri sonunda histolojik
olarak incelemislerdir. Biitiin gruplarda tamir dentini olusumu gozlemlerken, MTA
materyalinin uygulandig1 gruplarda anlamli bir sekilde enflamasyonda azalma

gorilmistiir. Bizim ¢calismamizda da bu ¢alismalara benzer sekilde gbzlem siireleri 4
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ve 8. haftalar olarak belirlenmis ve 8. hafta da 4. haftaya gére daha homojen yapida
tamir dentini gézlenmistir. Ayrica tamir dokunun altindaki pulpa dokusunda kapiller
hiperemi diginda yangisal bir yanit gézlenmemis, pulpa dokusunun canliligini devam
ettirdigi gorilmiistiir.

Oldukga giincel bir literatiirde Han ve ark. B-kateninin tamir dentin olusumu
boyunca odontoblastik farklilasmaya etkisini ratlarin dislerinde invivo olarak
incelemislerdir. Ratlarin maksiller birinci molar dislerinde olusturduklar1 pulpa
perforasyon alaniin ¢apmi 1mm olarak belirlemislerdir (123). Bir baska ¢aligmada
Li ve ark. (124) HtrA1 (High-temperature requirement protein Al) ve iliskili olmas1
muhtemel molekiillerin tamir dentin olusumu iizerindeki etkilerini yine rat diglerinin
pulpalarinda olusturduklar1 1 mm’ lik ¢apa sahip perforasyon alanlarinda yaptiklar
uygulamalarla incelenmislerdir. Bu iki ¢alismada da perforasyon alaninin boyutu ile
ilgili deneylerin gidisatin1 etkilemis bir olumsuzluk belirtilmemistir. Bizim
calismamizda da literatiirlere uygun olarak dislerde meydana getirdigimiz
perforasyon alan1 1 mm ile sinirli tutulmustur.

Dislerde meydana getirilen perforasyonlardan sonra pulpa dokusundaki
kanamay1 durdurmak igin ¢esitli maddeler kullanilmaktadir. Silva ve ark. (125)
serum fizyolojik, sodyum hipoklorit ve klorheksidin glukonati, kalsiyum hidroksit ile
yaptiklar1 direkt pulpa kuafaji tedavisinde kanamay1 durdurmak i¢in kullanmis ve dis
pulpa dokusundaki iyilesmeye yonelik etkilerini gozlemlemislerdir. Sonug olarak ti¢
ajaninda yara iyilesmesini olumsuz etkilemedigi ve tamir dentin olustugunu
raporlamiglardir. Bizim ¢alismamizda da pulpa perforasyonu sonucu meydana gelen
kanamay1 durdurmak i¢in hemostatik ajan olarak serum fizyolojik kullanilmistir.

Calismamizda siingerimsi yapilarin iizerine Fuji 1X geleneksel cam iyonomer
siman yerlestirilmigtir. Farkli cam iyonomer simanlarin, agiz hastaliklarinin
gelismesine neden olan Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus
acidophilus ve Actinomyces viscosus bakterilerine kars1 gosterdikleri antibakteriyel
etkilerin agar difiizyon testi kullanilarak incelendigi bir ¢alismada Fuji IX en etkili
antibakteriyel simanlardan biri olarak raporlanmistir (126). Siman olarak kullanilan
Fuji IX” un 5 farkli marka kompozitin mikrosertligine olan etkisinin degerlendirildigi
bir baska calismada Fuji IX’un bir marka hari¢ diger tiim kompozitlerin

mikrosertliginde artisa neden oldugu raporlanmistir. Ayrica bu ¢aligmada Fuji IX” un
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restoratif materyal olarak da birgok kompozitden daha yiiksek yiizey sertligine sahip
oldugu belirtilmistir (127). Geleneksel cam iyonomerlerin biyouyumlu olmalari
nedeniyle pulpaya yakin yerlerde kullanilabilecegi de belirtilmistir (51). Sengiin ve
ark. (128) da cam iyonomer simanlarin pulpa hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda Fuji IX’ un pulpa hiicreleri tizerinde sitotoksik
bir etkiye sahip olmadigini belirtmislerdir.

Pulpa kuafaji ¢alismalar1 i¢in bir¢ok ¢esit hayvan kullanilmistir. Ratlar deney
hayvani olarak bir¢ok alanda kullanildiklar1 gibi pulpa kuafaji ¢alismalarinda da
siklikla kullanilmislardir (82, 129, 130). Ayrica kopekler (131, 132), domuzlar (133,
134) ve maymunlar (135) da direkt pulpa kuafaji ¢alismalarinda deney hayvam
olarak kullanilmislardir. Tavsanlar ise dental rejenerasyonda sadece birkag¢ calismada
kullanilmistir ¢iinkii pulpa, dentin ve periodontal dokulari insan dis dokusundakine
benzerken kok apekslerinin agik olmasi, dis koklerinin de mine ile Ortiilii olmasi
dolayisi ile kuron ve kok ayrimimnin olmamasi ve dislerinin siirekli uzamasi 6zellikleri
ile insan dis anatomisine gore farkliliklar géstermektedir (136).

Nyborg ve ark. (137) kalsiyum hidroksit ile yaptiklar1 direkt pulpa kuafaji
calismasinda kdpek ve insan dislerinin pulpal reaksiyonlarini karsilagtirmis ve insan
dislerinin kopek dislerine gore pulpa kuafajinda daha basarili olduklarim
gormiislerdir. Brannstrom (135), maymunlardaki tamir dentin olusumunun
insanlardakinden farkli olmasi nedeniyle maymunlari, direkt pulpa kuafaji
caligmalar1 igin tavsiye etmemistir. Jean ve ark. (138) ise kalsiyum hidroksit ile
direkt pulpa kuafaji sonrasi domuzlar, ratlar ve kopeklerde iyilesme siirecinde
herhangi bir fark gérmemislerdir. Dammaschke (139) ise canli dis pulpa dokusu ile
temas edecek olan pulpa kuafaj materyallerinin biyouyumluluk testleri igin
maymunlarin ve gelismis hayvanlarin tercih edilmesini tavsiye etmistir. Mine matris
proteini ve kalsiyum hidroksit ile yapilan vital pulpa girisimlerinin karsilagtirmali
olarak incelendigi bir ¢alismada Ertiirk ve ark. (140) deney hayvani olarak koyunlari
kullanmislardir. Biz de ¢alismamizda mandibular kesici dislerinin anatomik olarak
insan mandibular kesici dislerine benzer olmasi sebebiyle Akkaraman cinsi koyunlari
deney hayvani olarak kullandik. Koyunlar segilirken bir 6n muayeneden gegirilerek
disleri asinmamus, ilk bakista periodontal bir problem gdéziikmeyen saglikli hayvanlar

secilmistir.
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Omneklerin histolojik olarak incelenmesi asamasinda &rneklere standart
Hematoksilen-Eosin boyama yontemi uygulanmistir (141). Bu ydntem dentin
olusumunu ve kalitatif ve kantitatif doku cevaplarini incelemek i¢in birgok ¢alismada
¢ok uzun siireden beri kullanilan bir preparat boyama yontemidir (17, 122, 130).

Sonug olarak bu g¢alismada BioAggregate ve tip I kollajenden olusturulan
gozenekli yap1 iskelesi koyun kesici dislerinde meydana getirilen perforasyonlarda
tamir dentini olusumunu saglamistir. Sekizinci haftadaki 6rneklerde gozenekli yapi
icine de gelisen doku, yap1 iskelesinin hiicreler i¢in uyarict ve biyouyumlu bir

malzeme olarak gorev yaptigini géstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kollajen ve BioAggregate materyallerinden olusturulan gézenekli yapi
iskelesinin perfore edilen koyun dis pulpalarinda dordiincii ve sekizinci haftalar
arasindaki yeni dogal dis dokusu olusumuna katkisinin histolojik incelemeler ve
Olgtimlerle degerlendirildigi bu ¢alismanin sonuglara gore;

Kollajen ve BioAggregate’ den olusturulmus yapi iskeleleri perfore edilen dis
dokusu alaninda dis pulpasi1 kdkenli kok hiicreleri uyarmis ve yeni dogal dis dokusu
olusumunu saglamaistir.

Dort ve sekizinci hafta kesitlerinin histolojik gozlemlerinde perforasyon
alanini tamamen Orten osteodentin yapida tamir doku olusumu goériilmiistiir.

Sekizinci haftanin incelenen histolojik Orneklerinin bazilarinda, dordiincii
haftadaki oOrneklere gore olusan tamir dokusunun miktarinda artis goriilmistiir.
Ancak bu artis miktari istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Incelenen histolojik kesitlerde sekizinci haftada dordiincii haftaya gore daha
kompakt yapida doku olusumu gozlenmistir.

Sekizinci hafta kesitlerinde olusan osteodentin yapidaki tamir dokunun dogal
dentin dokusuna benzer sekilde tiibiiler yap1 kazandig1 da gorilmiistiir.

Sekizinci haftanin dis oOrneklerinden bazilarinda gozenekli yapidaki yapi
iskelesinin ig¢ine dogru da tamir dokunun gelistigi gozlenmistir. Bu durum yap:
iskelesinin dis pulpast kokenli hiicrelerin yerlesmesi, ¢ogalmasi ve farklilagarak
dogal dis dokusunu olusturmasina hem biyolojik hemde fiziksel olarak imkan
sagladigin1 gostermistir.

Hem dort hem de sekiz hafta sonunda pulpa da kapiller hiperemi diginda
yangisal bir cevaba rastlanmamistir.

Dis pulpasinin agiga ciktigi durumlarda uygulanan direkt pulpa kuafaji
tedavisinde biyouyumlu, yeni dis dokusu olusumunu tetikleyecek, hiicrelerin

yerlesmesini, cogalmasini ve farklilasmasini saglayacak yapi iskeleleri kullanilabilir.
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