y N

YEDITEPE UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
ENDODONTI ANABILIM DALI

MTA, DYCAL ve EMDOGAIN’ in JERM HALINDEKI 20
YAS DISLERINDEN ALINMIS KOK HUCRELER
UZERINDEKI COGALTMA ve FARKLILASTIRMA
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Dt. ESRA PAMUKCU GUVEN
DOKTORA TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. GUNDUZ BAYIRLI

ISTANBUL-2010



y N

YEDITEPE UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
ENDODONTI ANABILIM DALI

MTA, DYCAL ve EMDOGAIN’ in JERM HALINDEKI 20
YAS DISLERINDEN ALINMIS KOK HUCRELER
UZERINDEKI COGALTMA ve FARKLILASTIRMA
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Dt. ESRA PAMUKCU GUVEN
DOKTORA TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. GUNDUZ BAYIRLI

ISTANBUL-2010



I) TESEKKUR

Bu tezin gergeklesmesini saglayan ve doktora egitimimin vesilesi olan, tim egitimim
boyunca bilgisini, tecriibelerini igtenlikle paylasan ve klinik deneyimlerinin yani sira
hayata dair tecriibelerinden de her zaman yararlandigim degerli hocam, sayin Prof. Dr.

Giindiiz Baywrlt’ ya,

Sonsuz sevgi ve fedakarligr ile bana destek olan, engin bilgisi, tecriibesi ve fikirleriyle

daima yolumu acan, annem Prof. Dr. Zafer Pamuk¢u’ ya,

Gerek doktora egitimim sirasinda gerekse tezimin tiim asamalarinda yakimn ilgi ve

destegini her zaman hissettigim saym Do¢. Dr. Figen Kaptan’ a,

Egitimim sirasinda destegini benden esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerinden stirekli

yararlandigim sayin Dog¢. Dr. Baybora Kayahan’ a,

Tim doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, destegi ile
bana giiven veren sayin Dog¢. Dr. Jale Tanalp, Yrd. Do¢. Dr. Hakkr Sunay, Yrd. Dog.
Dr. Meri¢c Karapinar Kazandag’ a,

Bana her zaman her konuda yardimci olan sevgili Toygan Bora ve Tolga Sandik¢i’ ya,

Birlikte ¢aligmaktan her zaman zevk aldigim Endodonti klinigindeki tiim calisma

arkadaslarima,

Tezimin ger¢eklesmesinde benden yardimlarini esirgemeyen Mehmet Emir Yalvag,

Bur¢in Keskin ve kardeslerim Giiray/Arcan Giiven ve Emre/Banu Pamuk¢u’ ya,

Destekleriyle her zaman yanimda olan sevgili esim Koray Giiven’ e ve aileme

verdikleri huzur ve giiven duygusu igin sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



I1) ICINDEKILER

I) TESEKKUR ....oviuitiiiieieeceee ettt ettt en sttt n st s s s e |
1) ICINDEKILER ......coviuiiiiieciiecseeee sttt en st sn sttt [
ITT) KISALTMALAR ve SIMGELER ..........ccccocevsimieeeiiciesesiesssesissssesssses s sesssssssne s \Y
IV) RESIM LISTESI ...oviiiiieeet ettt VIl
V) SEKIL LISTEST ..ottt sttt sae s X
VI) TABLO LISTEST ...ttt sn st X
VII) OZET ..ot ee ettt sttt nensanannens XIV
VIII) INGILIZCE OZET (SUMMARY ) ..ottt XV
1. GIRIS VE AMAC ..ottt sttt s st ene s 1
2. GENEL BILGILER .......coovitiiiieteiceeiseeseess sttt ene st ss st enssess e 2
2.1. KOK HUCRELER..........cosieiiietniseeseeiesesiesssesssss s ss s s s sesss s s naanensans 2
2.1.1. EMBRIYONIK KOK HUCRESI: ....ccovveiiiiiiecieieieeeccece e 2
2.1.2.YETISKIN KOK HUCRESI: .....cooviviiireieieiiecee e 6

2.1.2.1. Yetigkin Kok Hiicrelerinin Dig Hekimligi A¢isindan Degerlendirilmesi 8

2.1.2.2. Yetiskin K&k Hiicrelerinin Pulpa - Dentin Kompleksi Uzerine Etkileri 14

2.2. REJENERATIF TEDAVILER ve MINE MATRIKS PROTEIN TUREVLERI 19
2.2.1 MINE MATRIKS TUREVLERININ PULPA - DENTIN KOMPLEKSI

UZERINE ETKILERT ..ottt 23
2.3. REJENERATIF TEDAVILERDE MINERAL TRIOXIDE AGGREGATE
(MTA) ve KALSIYUM HIDROKSITIN KULLANILMASI .......cccoovevirererrrercernnnen 27

2.3.1. MINERAL TRIOXIDE AGGREGATE (MTA) ve KALSIYUM
HIDROKSITIN PULPA-DENTIN KOMPLEKSI UZERINE ETKIiLERININ

KARSILASTIRILMASLI......coouiieiiieeseieessestssesiesessesissessessssssessssssssessesesssesessssenens 33

3. GEREC V& YONTEM ....cooviiiiiiiieieieeieeee ettt 38
3.1. JERM HALINDEKI INSAN 20 YAS DISLERINDEN ALINAN KOK

HUCRELERIN KULLANILMAST: ..ottt essissesessseses s sessen e senens 38

3.2. COGALMA DENEYT; c.covciiieiicieeceeeeseeteee e ss e sses st 39

3.2.1. MATERYELLERIN HAZIRLANMASI: .....coovevieeiieeeeeieeeeeeesese s 39

3.2.2. HUCRE EKIMI: w..oocuiiiiiiecceceeeeeeee ettt 40

3.2.3. MTS TESTI: oottt 41

3.3. FARKLILASMA DENEYT; ..ottt 42



3.3.1. ODONTOJENIK BESIYERININ HAZIRLANMASTI: .......ccocoverrrirerrrrennn. 42

3.3.2. TEST MATERYELLERININ HAZIRLANMASL:......c.cocooviriririiierererenan. 42
3.3.3 HUCRE EKIMI: ...oiiuiiiiiiiieisisse e 43
3.3.4. GRADIENT POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ( Gradient PCR): .... 43
3.3.4.1. RNA 1zolasyon protoKOLil: .......cccccveiiiiiiiiiiiienee e 44
3.3.4.2. cDNA sentezinin yapilmast .......cceevveriiiiriiiesiiiiee e e sieeesieeesnee e 45
3.3.4.3. Ana karisimin hazirlanmasi: ........cccccveiiiieiiiee e 46
3.3.4.4. Primerlerin hazirlanmasi:.........ccooveriiieneeiesiesiene e 46
3.3.4.5. Jelin hazirlanmasi: ........ccceiiiiiiiiiiiiiie e 48
3.3.4.6. Elde edilen cDNA bantlarinin gorintilenmesi:.......ccccoeveeiiiveeiiiveiniinenns 48
3.3.5. ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (Real Time-PCR):
................................................................................................................................ 48
3.3.5.1. Ornek cDNA” lerin sulandirilmast:.........ccceeeeveveveeeeeeeeeeeereeeeeeeennn, 49
3.3.5.2. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:..........ccccovvveeiiieniiiieniiiee e 49
3.3.5.2.1. DSPP i¢in reaksiyon karigiminin hazirlanmast:..........cccccooevennennee. 49
3.3.5.2.2. GAPDH ve ON ig¢in reaksiyon karigimimin hazirlanmast:.............. 49
3.3.5.3. Hazirlanan karisimin RealTime-PCR cihazinda okutulmasi:................ 49
3.3.6. MIKROSKOBIK INCELEME ........ccccceoovimiiiieieieiseie e 50
3.3.7. VON KOSSA BOYAMASI: ..ottt 50
3.3.8. ALKALEN FOSFATAZ (ALP) AKTIVITESI: ....cooviiiieeceeeeeeeee. 51
3.4. SCANNING ELECTRON MIKROSKOP (SEM) ANALIZI: .........cccccevvvrnnnnen, 52
3.4.1. MATERYALLERIN HAZIRLANMASTI: .....cccceoviimiieriieeeeeeeeeseeee e 52
3.4.1.1. CoZalma DeNEYI; ...cccviiueeiiieiiiiiiieic e 52
3.4.1.2. Farkl1lagma Deneyi; .......ccoueririeirieiiiiieiieieseesieee e 53
3.4.2. COGALMA VE FARKLILASMA DENEYLERI ICIN HUCRE EKiMi:.. 54
3.4.3. SEM — SCANNING ELECTRON MiKROSKOBIK INCELEME.:............ 54
3.5. VERILERIN ISTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI............... 56
A, BULGULAR . ...ttt sttt b et sre e sbeesnbeenbee s 57
4.1. MTS TESTi SONUCUNDA HUCRE CANLILIGININ SAPTANMASI.......... 57
4.2 GRADIENT PCR SONUCLARL........ccceeviiiiieieeiieceiee s, 59
4.3. Real Time-PCR SONUGCLARI ........ccociiiiiieeiie e 61
4.4. MIKROSKOBIK INCELEME .....cooouuiiiiiiiiiiieieisissiessssesisiesesssssssensneas 64



4.5. VON KOSSA BOYAMASI: ... 66

4.6. ALP AKTIVITEST ..ot 68
4.7. SCANNING ELEKTRON MIKROSKOP (SEM) GORUNTULERI................. 69
CTARTISMA oottt ettt sttt ettt en st s e snans 74
CSONUCGLAR ..ottt ettt ettt n ettt en st n sttt s e snans 85
CKAYNAKLAR ..ottt s st saas st 87
B YZ€3 21011, 13 119



111) KISALTMALAR ve SIMGELER

MTA: Mineral Trioxide Aggregate

Ca(OH);: Kalsiyum Hidroksit

EMD: Mine Matriks Protein Tiirevleri

MTS: Metiltetrazoliumbromid

cDNA: RNA {izerinden sentezlenen kalip DNA

PCR: Bir kalip DNA (cDNA) {lizerinden istenilen uzunlukta bir
bogenin ¢ogaltilmasi islemi

Gradient PCR: Primer optimizasyonu i¢in yapilan PCR islemi

Real Time-PCR: Ilgilenilen gen bélgesi cogalirken es zamanli miktarmin

izlenebildigi PCR teknigidir.

DSP: Dentinsialoprotein

DPP: Dentinfosfoprotein

DSPP: Dentinsialofosfoprotein

DMP: Dentin matriks protein

GAPDH: Gliseraldehit-3- Fosfat Dehidrogenaz
ON: Osteonektin

ALP aktivitesi: Alkalen fosfataz aktivitesi

SEM: Scanning Elektron Microskop
GFAP: Glial Fibrillary Acid Protein
HTGSCs: Insan dis jermi kok hiicreleri
PDLSc: Periodontal ligament kok hiicresi
DPSCs: Dis Pulpas1 kok hiicresi

SHED: Siit Disi kok hiicresi

SCAP: Apikal papilla kok hiicresi

DFCs: Dis folikiil hiicresi

MSCs: Mezankimal kok hiicreler

BMSSCs: Kemik iligi bag dokusu kok hiicreleri
PDLFs: Periodontal ligament fibroblastlar1
AOs: Kemik hiicreleri

GFs: Digeti fibroblastlari



TGF-p:
BMP:
LAB:
PGA:
HERS:
BSP:
OC:
OP:
CaCOsg:
PGE:
FBS:
PSF:
DMEM:
EDTA:
PBS:
HKP:
DNase:
RNase:
dNTP:
Oligo dT:

DSPP forward:

DSPP reverse:

GoTaq DNA Polimeraz:

TAE:
TBE:
mm:

mm?:

ng:
pl:

Transforming growth faktor beta
Bone morphogenetic protein

Otojen kemik dokusu

Propilen Glikol Aljinat

Hertwig epitel kok kini

Bone sialoprotein

Osteokalsin

Osteopontin

Kalsiyum karbonat

Prostoglandin

Fetal bovine serum
Penisilin-Streptomisin-Fungizon
Dulbecco’ s Modified Eagle Medium
Etilen Daimin Tetrasetik Asit

Fosfat Tampon Soliisyonu

Hiicre kiiltiir plag:

DNA’ y1 pargalamaya yarayan enzim
RNA’ y1 par¢alamaya yarayan enzim
Deoksiriboniikleotid trifosfat

RNA yapisinda bulunan ¢oklu Adenin niileotidine
baglanan Timin niikleotidi

Dentinsialofofoproteinin, cDNA iizerinde baglanacagi
0zgiil bolgenin baslangicini gosteren niikleotid dizilimi.
Dentinsialofofoproteinin  cDNA {izerinde baglanacagi
0zgiil bolgenin bitisini gésteren niikleotid dizilimi.
Polimeraz zincir reaksiyonunu gerceklestiren enzim

Tris Asetik Asit

Tris Borik Asit

Milimetre

Milimetrekare

Mikrogram

Mikrolitre

VI



mil:

ng:

kV:

rpm:
mM:

Mililitre
Nanogram
Baspair

Kilovolt

Round per minute

Milimolar

\l



IV) RESIM LISTESI:

Resim 1: Embriyonik kok hiicrelerinin blastosist i¢indeki sematik goriiniimii.

Resim 2: Blastosist iginde, igteki hiicre kitlesinde bulunan embriyonik kok hiicreler.
Resim 3: Dis pulpasi kok hiicrelerinin ¢esitli hiicre gruplarina farklilagsmasi.

Resim 4: Erken kok gelisim evresinde bulunan 20 yas disindeki apikal papilla
dokusunun goriintiisii.

Resim 5: Kok gelisimi ileri asamada olan 20 yas disinden alinmis apikal papillanin
goruntusu.

Resim 6: Kuron gelisimi tamamlanmuis, siirmemis 20 yas disinin goriintiisii (11-17 yas).
Resim 7A: Dis pulpasi kok hiicrelerinin (DPSC), 5. glindeki morfolojik goriintiisii.
Resim 7B: Kemik iligi bag dokusundan alinan kok hiicrelerin (BMSSC), 3. giindeki
morfolojik goriintiisii.

Resim 8: Materyallerin kok hiicreler tizerindeki proliferatif etkisinin MTT yontemiyle
saptanmasi amactyla MTA ve DYCAL’ 1n hazirlanmasi goriilmektedir.

Resim 9: Emdogain eklendikten sonraki goriintiisii.

Resim 10: Hiicre ekimi yapildiktan sonraki goriintiisii.

Resim 11: MTT-metiltetrazolium boyasi eklendikten 2 saat sonraki hiicrelerin
goruntusu.

Resim 12: MTA’ nin, iretici firma tavsiyesi dogrultusunda hazirlanarak 10 mm
yiiksekliginde yerlestirilmesinin goriintiisii.

Resim 13: MTA’ nin donmasinini takiben, Emdogain’ in hazirlanisi.

Resim 14: Hiicre ekimi yapildiktan sonraki goriintiisii.

Resim 15: 14 giin boyunca materyallerle temasta olan ve indiiklenen hiicrelerin 96
bolmeli plaga alinan pargcalanmis proteinlerinin goriintiisii.

Resim 16: Proteinler tizerine ALP belirleme soliisyonu eklendikten 50 dakika sonraki
goruntusu.

Resim 17A: SEM goriintiilerinin alinmasi icin MTA ve Dycal’ in hazirlanmasi.

Resim 17B: Emdogainin hazirlanmasi

Resim 18: Odontogenesis etkisinin SEM’ de goriintiilenmesi i¢in materyallerin

hazirlanmasinin goriintiist.
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Resim 19: Cogalma deneyinde, SEM goriintiisii almadan 6nce, materyellerin 10nm

kalinliginda altin- palladyum ile kaplanmis haldeki goriintiisii.

Resim 20: Farklilasma deneyinde, SEM goriintiisii almadan 6nce, materyellerin 10nm

kalinligindaki altin-palladyum ile kaplandiktan sonraki goriintiisii.



V) SEKIL LISTESI:

Sekil 1: Embriyonik jerm tabakalarindan farklilasan dokular.

Sekil 2: Insan kok hiicrelerinin alindiklari evreye gore smiflandirilmast.

Sekil 3: Dis jermi kok hiicrelerinin test materyelleri ile 48 saat boyunca temasinda
ortaya ¢ikan MTS testi (canlilik) sonuglariin grafiksel gésterimi.

Sekil 4: Odontoblast hiicrelerinin DNA’ s1 iizerinde, DSPP’ ye ait olan 6zgiil bolgenin
280 bp molekiil agirliginda ve ¢esitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisii.

Sekil 5: Odontoblast hiicrelerinin DNA” s1 lizerindeki GAPDH’ e ait olan 6zgiil bolgenin
123 bp molekiil agirliginda ve gesitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisti.

Sekil 6: Odontoblast hiicrelerinin DNA’ s1 lizerinde ON’ e ait olan 6zgiil bolgenin

576 bp molekiil agirliginda ve ¢esitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisii.

Sekil 7: Hiicrelerden test materyelleri etkisiyle DSPP varliginda sentez edilen DNA
miktarinin grafiksel gosterimi sunulmaktadir.

Sekil 8: Hiicrelerden test materyelleri etkisiyle ON varliginda sentez edilen DNA
miktarinin grafiksel gosterimi sunulmaktadir.

Sekil 9A: Odontojenik besiyeri igermeyen (-) kontrol grubu hiicrelerin, 8. giindeki
ipliksi yapisinin 4x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 9B:Odontojenik besiyeri igceren (+) kontrol grubu hiicrelerin, 8. giindeki yuvarlak
sekillerinin 4x bliylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 10A:Odontojenik besiyeri igermeyen (-) kontrol grubu hiicrelerin, 8.glindeki
ipliksi yapisinin 10x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 10B: Odontojenik besiyeri iceren (+) kontrol grubu hiicrelerin, 8. giindeki
yuvarlak sekillerinin 10x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 11A: Odontojenik besiyeri i¢eren (+) kontrol grubu hiicrelerin, 14. giinlin sonunda 4X
bliyiitmesiyle gozlenen kalsiyum birikimi izlenmektedir.

Sekil 11B: Odontojenik besiyeri i¢eren (+) kontrol grubu hiicrelerin 14. giiniin sonunda 10X
biiylitmesiyle izlenen poligonal sekilleri (siyah ok) ve kristal olusumu (beyaz ok).

Sekil 12A: Odontojenik besiyeri igeren (+) kontrol grubu hiicrelerin, 4x biiyiitmeyle
goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 12B: Odontojenik besiyeri ve Emdogain iceren hiicrelerin 4x biiylitmeyle

goriintlisli izlenmektedir.



Sekil 13A: Odontojenik besiyeri igeren (+) kontrol grubunda poligonal sekilli hiicreler ve
kristal olusumu 20x biiylitmeyle izlenmektedir.

Sekil 13B: Odontojenik besiyeri ve Emdogain i¢eren hiicrelerin 20x biiyiitmeyle goriintiisii
izlenmektedir.

Sekil 14: Odontojenik besiyeri iceren (+) kontrol grubu hiicrelerin, 14. giinde nodiil
olusumunu goérmek amaciyla yapilan Von kossa boyama goriintiisii. (4x biiylitme)

Sekil 15: Odontojenik besiyeri ve Emdogain igeren hiicrelerin Von Kossa boyamasi
yapildiktan sonraki goriintiisii. (4x biiylitme)

Sekil 16: Odontojenik besiyeri ve Emdogain igeren hiicrelerin Von Kossa boyamasi
yapildiktan sonraki goriintiisii. (20x biiyiitme)

Sekil 17: Dis jermi kok hiicrelerinin test materyelleri karsisinda gosterdikleri ALP
aktivite degerlerinin grafiksel gosterimi.

Sekil 18A: Dycal yiizeyinde tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 200x biiyiitmeyle
goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 18B: Dycal yiizeyinde tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 1000x biiylitmeyle
goriintiisli izlenmektedir.

Sekil 19A: Emdogain ile kaplanmis Dycal yiizeyinde dis jermi kok hiicrelerinin 200x
biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 19B: Emdogain ile kaplanmis Dycal yiizeyinde dis jermi kok hiicrelerinin 1000x
biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 20A: Emdogain iizerine tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 200x biiyiitmeyle
goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 20B: Emdogain {izerine tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 1000x biiylitmeyle
goriintlisli izlenmektedir.

Sekil 21A: Dis jermi kok hiicrelerinin hiicre kiiltiir plag1 yiizeyinde 200 biiyiitmeyle
goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 21B: Dis jermi kok hiicrelerinin hiicre kiiltiir plag: ylizeyinde 1000x biiyiitmeyle
goriintlisli izlenmektedir.

Sekil 22A: Dis jermi kok hiicrelerinin MTA yiizeyinde 200x biiylitmeyle goriintiisii
izlenmektedir.

Sekil 22B: Dis jermi kok hiicrelerinin MTA yiizeyinde 1000x biiylitmeyle goriintiisii

izlenmektedir.
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Sekil 23A: Emdogain ile kaplanmis MTA yiizeyindeki dis jermi kok hiicrelerinin 200x
bliyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 23B. Emdogain ile kaplanmigs MTA yiizeyindeki dis jermi kok hiicrelerinin 1000x
biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 24A: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan dis jermi kok hiicrelerinin
EMD yiizeyinde 500x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 24B: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan dis jermi kok hiicrelerinin
EMD yiizeyinde 1000x biiylitmeyle goriintiisti izlenmektedir.

Sekil 25A: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin hiicre kiiltiir
plag1 yiizeyinde 200x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 25B: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin hiicre kiiltiir
plag1 yiizeyinde 1000x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 26A: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA
ylizeyinde 200x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 26B: Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA
yilizeyinde 500x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 26C: Odontoblastik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA
ylizeyinde 1000x biiyilitmeyle goriintiisii izlenmektedir.
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V1) TABLO LISTESI:

Tablo 1: Dis jermi kok hiicreleri {izerinde ¢ogalma etkisi incelenen materyellerin 48
saat sonunda elde edilen ortalama ve standart sapma degerleri ile HKP (Hiicre kiiltiir
plagl) degeri baz alinarak hesaplanan biitiin gruplarin normalizasyon degerleri
goriilmektedir.

Tablo 2: Incelendiginde dis jermi kok hiicreleri {izerinde gogalma etkisi incelenen
materyellerin, birbiriyle anlamlilik degerlerinin karsilagtirilmast goriilmektedir.

Tablo 3: incelendiginde 14 giin boyunca odontojenik besiyeri ile uyarilarak farklilasan
dis jermi kok hiicrelerinden, materyellerin etkisiyle DSPP varliginda sentezlenen DNA
miktarinin ortalama, standart sapma ve GAPDH ortalama degeri baz alinarak
hesaplanan normalizasyon degerleri goriilmektedir.

Tablo 4: Incelendiginde kullanilan materyellerin, DSPP varliginda hiicre DNA’ larmin
cogalmasina olan etkilerinin, anlamlilik acisindan birbirleriyle karsilastirmasi
goriilmektedir.

Tablo 5: 14 giin boyunca odontojenik besiyeri ile indiiklenen dis jermi kok hiicrelerinin
materyeller etkisiyle ON varliginda gosterdikleri DNA sentezinin ortalama, standart
sapma ve GAPDH baz alinarak hesaplanan normalizasyon degerleri goriilmektedir.
Tablo 6: incelendiginde kullanlan materyellerin, ON varliginda hiicre DNA’ larinin
¢ogalmasina olan etkilerinin, anlamlilik acisindan birbirleriyle karsilagtirmasi
goriilmektedir.

Tablo 7: Incelendiginde dis jermi kok hiicrelerinin 14. giiniin sonunda materyeller
etkisiyle gosterdikleri ALP aktivite ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir.
Tablo 8: Incelendiginde dis jermi kok hiicrelerinin 14. giiniin sonunda test materyelleri
etkisiyle gosterdikleri ALP aktivite degerlerinin anlamlilik agisindan birbirleriyle

karsilastirilmasi goriilmektedir.
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VII) OZET

Aciga ¢ikmis pulpa dokusunun ortiilmesi i¢in kullanilan materyellerin, pulpa
dokusu ile uyumlu olmasi, hiicrelerin ¢ogalma ve odontoblastik degisimlerini
desteklemesi, tedavi basar1 sonucuna direkt etki eden faktorlerdir. Pulpa kuafaji igin
Mineral Trioxide Aggregate (MTA) ve Kalsiyum hidroksit igerikli siman (DYCAL)
yillardir kullanilmaktadir. Ancak bu materyellerin, pulpa hiicrelerinin farklilagmasini
olumsuz etkilemesi ve nekrozuna sebep olmasi gibi kusurlar1 bulunmaktadir. Ote
yandan domuz embriyosundan elde edilen mine matriks proteinlerinin asidik ekstresi
olan EMD’nin pulpa ve periodontal ligament hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini arttirdig1 bilinmektedir. Yakin zaman ¢alismalarinda MTA’ nin EMD ile
birlikte kullanimi, dis pulpast hiicrelerinin odontoblastik farklilasmasini, tek basina
kullanimma gore daha etkili bigimde uyardigini gostermistir (158). Klinik kullanim
sirasinda kuafaj materyellerinin pulpa hiicreleriyle direkt temasta bulunmasi, in vitro
caligsmalarda hiicre-materyel etkilesiminin goz Oniinde tutulmasini zorunlu kilmaktadir.
O yiizden, bu calismada EMD, MTA ve DYCAL’ 1n insan dis jermi kok hiicreleri
(HTGSCs) tizerindeki odontoblastik farklilasmasi materyel-hiicre direk temasi dikkate
almarak gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda MTA ve DYCAL ylizeylerinin EMD ile
kaplanmas1 halinde hiicreler iizerinde ¢ogalma ve farklilasma acisindan ortaya
cikabilecek etkisi incelenmek istenmistir. EMD kaplama protokoliinin MTA’ nin
fiziksel Ozelliklerini degistirdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, EMD ile kaplanmis
MTA’nin hiicre ¢ogalmast ve farklilasmasina olan etkisi degerlendirilememistir.
Sonuglar EMD’ nin hiicrelerin farklilagma ve ¢ogalmasimi en iyi saglayan materyel
oldugunu bunun yani sira DYCAL’ in EMD ile kaplanmasinin tek basia kullaniminda
sebep oldugu hiicre nekrozunu ortadan kaldirabilecegini gostermistir. DYCAL’ in EMD
ile kaplanarak pulpa kuafajinda kullanilmasi pulpanin DYCAL ile tek basina ortiilmesi

sirasinda ortaya ¢ikan sorunlar ekarte ederek alternatif bir yontem olusturabilir.
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VII1) INGILIZCE OZET (SUMMARY)

Effect of DYCAL, MTA and EMD on Proliferation and Differentiation of Human
Tooth Germ Stem Cells

Biocompatibility of pulp capping materials is of very significance in order to
accomplish a successful treatment meaning they have to be nontoxic, permissive to
proliferation and inductive for odontogenic differentiation of pulp cells. Mineral
trioxide aggregate (MTA) and calcium hydroxide-containing cement (DYCAL) are
being used as pulp capping materials for many years but there are still some
imperfections in use of these materials as they cause necrosis or inhibition of
differentiation of pulp cells. On the other hand, an acid extract of porcine enamel matrix
protein (EMD) has been shown to increase proliferation and differentiation of various
dental cells including dental pulp and periodontal ligament cells. Recent studies
demonstrated that the use MTA combined with EMD might be much more effective in
inducing odontogenic differentiation of dental pulps cells compared to the use of MTA
only. In clinical use, pulp capping materials are in direct contact with dental pulp cells is
a phenomenon that must be considered when the cell and material interaction is
investigated. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of EMD, MTA and
DYCAL on odontogenic differentiation of human tooth germ stem cells (HTGSCs)
directly cultured on the materials. It also tried to show if EMD coated MTA and
DYCAL surfaces give rise to better proliferation and differentiation of cells. As our
EMD coating protocol changed physical properties of MTA we were not able to assess
efficiency of the EMD coated MTA on cell proliferation and differentiation. The results
showed that EMD is the best among the tested materials in terms of inducing
differentiation and proliferation on the other hand DYCAL coated with EMD might be

an alternative method to prevent cell necrosis in use of DYCAL alone.
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1. GIRIS ve AMAC

Bugiine dek yapilan arastirmalarda EMD’ nin, tek basina odontoblast hiicre
farklilagmasi, proliferasyonu ve kok yiizeyinde periodontal doku rejenerasyonu
sagladig1 gosterilmistir. Dis pulpasi ve periodontal ligament kok hiicrelerinin EMD ile
biyouyumlu oldugu anlagilmistir. Ancak jel formunda bulunmasi, klinik kullanimda
aciga ¢ikmis pulpa dokusu iizerine uygulanmasini ve uygulama sonrasindaki izolasyonu
zorlagtirmaktadir. Bu durumu ortadan kaldirabilmek ve ileride pulpa dokusunun 6nce
biyolojik materyel olan EMD ardindan da DYCAL ve MTA gibi sertleserck bariyer
olusturabilen materyellerle kaplanmasi halinde olusabilecek sonuglar1 gormek i¢in bu
calisma in vitro olarak planlandi. Yapilan ¢aligmalarda, dis jermi kok hiicrelerinin
rejeneratif etkisinin anlagilmasi nedeniyle insan 20 yas dis jermlerinden alinan kok
hiicreler kullanildi. Literatiirde olduk¢a az sayida bulunan dis jermi kok hiicre
calismalarinin EMD, MTA ve DYCAL ile desteklenmesi amacglandi. EMD’ nin
DYCAL ve MTA ile kaplanmasi durumunda hiicre ve materyel yiizeyinde gelisebilecek
durumlarin tespit edilmesi amaciyla SEM incelemesi yapildi. Hiicre proliferasyonu ve
canliligimin anlagilmast icin MTS boyama testi kullanildi. Pulpa kuafaji sirasinda
ortamda bulunan hiicrelerin odontoblast hiicresine farklilasarak rejenerasyon sagladigi
esasina dayanarak insan dis jermi kok hiicrelerinin odontoblast hiicresine

farklilagtirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOK HUCRELER

Kok hiicreler, biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan ve doku
rejenerasyonunun saglanmasinda énemli rolii olan 6zel yapilardir. En temel 6zellikleri;
kendilerini yenileyebilme ve 6zellesmis hiicrelere farklilagirken bile kok hiicre yapisini
stirdiirebilmeleridir (1,2). Kok hiicreler, bulunduklar1 evrelere gore, farkli potansiyel

ozellikleri gosterirler:

o Totipotent kok hiicreler, yumurta ve sperm hiicresinin kaynasmasiyla ortaya
¢ikar. Dollenmis yumurta hiicresinin ilk birkag boliinmesiyle olusan hiicreler de

bu gruba dahildir. Embriyonik hiicre tiplerine doniisebilirler. Yeni bir organizma

meydana getirme glicline sahiptirler.

o  Pluripotent kok hiicreler, totipotent hiicrelerin devami seklindedir. Boliinme

sayisinin artmastyla olusurlar. Mezodermal, ektodermal ve endodermal jerm

tabakalarindan tlireyen biitlin hiicre tiplerine farklilagabilirler.

e Multipotent kéok hiicreler, sadece alindiklart doku tipiyle iliskili olan belli

sayida hiicrelere doniigebilirler.

o Oligopotent kék hiicreler, lenfoid ve myeloid kok hiicreler gibi az sayida hiicre

grubuna dontisebilirler.

e Unipotent kok hiicreler, sadece tek hiicre tipini - kendilerini olusturabilirler.

Ancak kendi kendini yenileyebilme yapisi ile kok hiicre 6zelligini korurlar.
Kok hiicreler, iki temel gruba ayrilir (3,4,5,6):

2.1.1. Embriyonik kok hiicresi
2.1.2. Yetiskin kok hiicresi

2.1.1. EMBRIYONIK KOK HUCRESI:

Embriyonik kok hiicrelerle ilgili g¢alismalar, sadece laboratuar ortaminda
hazirlanan déllenmis yumurta hiicresi (zigot) iizerinde yapilir; anne rahminde yapilan

bir islem degildir. Elde edilen zigotun biiyiimesiyle olusan yapiya, embriyo adi verilir.



Embriyolar, iki hiicreli asamadan, embriyonun 5-7 giinliik hali olan ¢ok hiicreli
blastosist evresine kadar ¢ogalirlar. Embriyonik kok hiicreler, bu olusumun blastosist

asamasinda, icteki hiicre kitlesinde (inner cell mass) yer alirlar (Resim 1,2) (7, 8).

Icteki hiicre kitlesi
(Inner cell mass)

Embriyonik kok hiicre

Resim 2: Blastosist iginde, igteki hiicre kitlesinde yer alan embriyonik kok hiicreler.



Pluripotent 6zellikte olan embriyonik kok hiicreler, mezodermal, ektodermal ve
endodermal olmak tizere ii¢ farkli jerm tabakaya doniisebilirler (Sekil 1) (8).

Embriyonik kok hiicrelerin kullanildig1 hayvan calismasi, ilk defa 1981 yilinda
yapilmasina ragmen, insan embriyonik kok hiicrelerinin tespiti, 1998 yilina
rastlamaktadir (7). Bu gecikmenin, tiirlere ait farkliliktan ve insan hiicre besiyerlerinin

laboratuar ortaminda saglanmasindaki giicliikten kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Embriyonik jerm tabakasi Farkhlastig1 dokular

Endoderm Tiroid, paratiroid bezleri

Larinks, Soluk borusu, akcigerler

Idrar torbasi, idrar yolu, vajina
Gastrointestinal organlar, pankreas, karaciger
Barsak ve solunum sistemi epitelyumu

Mezoderm Kemik iligi (kan)

Adrenal korteks

Bag dokusu ( kemik, kikirdak)

Lenfatik dokular

Iskelet, kalp ve diiz kaslar

Ureme sistemi (yumurta ve sperm hiicresi)
Kalp ve kan damarlari

Dis pulpasi

Dentin

Cilt epiteli

Sinir dokusu

Adrenal medulla, hipofiz bezi
G0z (retina), Kulak dokusu
Dis minesi

Ektoderm

Sekil 1: Embriyonik jerm tabakalarindan farklilasan dokular.

Mezoderm tabakasindan, temel olarak hemanjioblast, kalp 6ncii hiicreleri ve
mezankimal kok hiicreler olusmaktadir. Mezankimal kok hiicrelerin tespiti, 6zel ylizey

antijenleri ( CD73, CD90, CD105, CD166, Stro-1) sayesinde yapilir. Kemik iligi, kas,



kikirdak, yag hiicresi ve dis pulpasi kok hiicreleri, mezankimal yiizey antijenini

tasimaktadir (1,6,9).

Hemanjioblastik kok hiicreler, kalbi ve kan damarlarin1 saran zar1 olusturan -
epiblastik hiicreler ile viicutta bulunan kanin, biitiin sekilli elemanlarimin yapimini
saglayan - hematopoetik kok hiicrelerden olusur. Kordon kani, kemik iligi, ve periferal
kandan alinan hiicreler; hemotopoetik kok hiicre grubunu olusturur (Sekil 2) (10).
Gobek kordon kanindan alman kok hiicreler, 6zellikle, kanser nedeniyle kemoterapi

goren hastalarda veya kan hastaligi nedeniyle kemik iligi tahrip olmus kisilerde

kullanilir (11).
INSAN KOK HUCRELERI
Embriyonik Fetal (cenin) Infant Yetigkin
| - | | | Esey Ihijcre |
Blastosist Eseysel evre DuUslk (Fetal Gdbek Wharton's Sncileri Somatik
(5-7 gun) ( 6 hafta) dokular) kordon kani Jelly
| S i | GObek kordon  Spermatogonia
Embriyonik ~ Embriyonik - Fetal kok Gobek kordon  matriksi kok i ° .
kok hiicreler KOk hiicreler  hicreler kani kok hiicreleri Oogonia
hiicreleri
e . ' I T
Hemotopoetik Mezankimal Karaciger | Sinir Sindirim
-- i sistemi Pankreas
Epidermal hiicresi Goz
(cilt, sag)
Kemik iligi  Periferal  Kemik iligi

kan bag dokusu

Sekil 2: Insan k&k hiicrelerinin alindiklar1 evreye gore siniflandirilmast.

Yapilmakta olan c¢alismalarda, kok hiicrelerle doku rejenerasyonunun yeniden
saglanabilir olmasi, giiniimiizde, kok hiicre biyolojisini ¢ok 6nemli kilmaktadir. Ancak

embriyonik kok hiicrelerle ilgili aragtirmalarda, blastosistlerin kullanilmasindan



kaynaklanan bazi etik problemler vardir (12). Bu durum, klinik ve laboratuar ¢aligmalari

i¢in yetiskin kok hiicrelerini daha uygun hale getirmektedir (4).

2.1.2.YETISKIN KOK HUCRESI:

Dogum sonrast donemde izole edilen yetiskin kok hiicreleri, embriyonik
hiicrelerin viicuttaki biitlin hiicre tiplerine doniisebilme yeteneklerinden farklidir.
Bunlar, multipotent 6zellikte olup, sadece bulunduklar1 doku ve/veya organin tamirini
ve devamliligim1 saglarlar. Bir organ veya dokuda farklilasmis hiicrelerin arasinda
farklilasmamis olarak bulunurlar. Dogum sonrasi donemde izole edilen yetigskin kdk

hiicreleri, glinlimiize kadar, asagidaki dokulardan alinmustir:

s Kemik iligi (1, 3, 13, 14, 15, 16, 17),

¢ Kordon kani ve periferal kandan — Hemotopoetik kok hiicre (18, 19)
¢ Sinir dokusu (20, 21, 22, 23, 24, 25),

% Retina (26, 27, 28, 29)

% Yenidogan dis epiteli (30, 31)

¢+ Periodontal ligament (6, 32) ve

% Dis pulpas1 (1, 14)

[Ik defa insan dis pulpasindan alinan hiicrelerle calismak icin uygun kiiltiir
sartlarinin  olusturulmas: 1980 li yillara rastlamaktadir. O dénemde yapilan
calismalarda, pulpa hiicreleri, fibroblast benzeri hiicre olarak nitelendiriliyordu (33).
Gronthos ve ark.” larmin (1), dis pulpasindan aldiklar1 hiicreleri, " Dis Pulpasi Kék
Hiicresi " olarak adlandirmasiyla, ilk kez kok hiicre ifadesi kullanilmaya baslanmustir.
Gronthos (1), bu hiicreleri, fibroblast benzeri yapida, eseysiz ¢ogalabilen ve
farklilagarak doku rejenerasyonu saglayan hiicreler olarak tanimlamaktadir. Bu
nitelikteki hiicreler, damardan zengin bdlgelerde bulunmaktadir (9). 1960’ larda,
gelismekte olan pulpa dokusunda glikojen depozitlerinin izlenmesi, daha o yillarda
farklilagsmamis mezankim hiicrelerinin kesfini saglamistir. Arasticiya gore, fibroblastlar
ve odontoblastlar gibi tamamen farklilasmis pulpa hiicreleri, glikojen depolarini
doniisiim sirasinda tiikettikleri igin, bunun izine olgun dénemde rastlanmamaktadir (34).

Daha sonraki donemde yapilan calismalarla, eskiden diferansiye olmamis mezankim



hiicreleri olarak adlandirilan dis pulpasi kok hiicrelerinin, odontoblast ve osteoblast

benzeri hiicreye doniistigii gosterilmistir (35).

Bunu takiben, Zhang ve ark, (36), olgun dis pulpasindan aldiklar1 hiicrelerin,
dondurulmus olsalar dahi néron, odontoblast, yag, kas ve kikirdak hiicresi gibi bes farkli

hiicre tipine doniisebildigini gostermislerdir. Bu ¢alismanin devaminda, dis pulpasi kok

hiicrelerinin in vivo olarak, odontojenik, miyojenik (kas hiicresi) ve adipojenik (yag
hiicresi) farklilasmalar1 da bildirilmistir (37) (Resim 3).

Resim 3: Dis pulpasi kok hiicrelerinin ¢esitli hiicre gruplarmna farklilagmasi (38).

A: Dis pulpasindan izole edilen kok hiicrelerinin, normal besiyerinde 10 giin
bekletildikten sonra olusan tek- koloni kiimeciklerinin goriintiisii.

B: L - ascorbate 2 - phosphate, deksametazon ve inorganik fosfat ile 4 hafta
kiiltiire edilen hiicrelerin, alizarin red boyamasiyla mineralize nodiil olusumunu
gostermesi.

C: 5 hafta boyunca uygun besiyeri (0.5mMisobutylmethylxanthine, 0.5
_Mhydrocortisone, ve 60_Mindomethacin) ile indiiklenen hiicrelerin yag kiimecikleri
olsturmas.

D: Nestin ( sinir Oncii hiicrelerinin erken donemde taninmasini saglayan protein)

sentezi



E: GFAP (glial fibrillary acid protein) — sinir hiicresi oldugunun anlagilmasini
saglayan protein sentezi.

F: Olgun néron uzantilart.

2.1.2.1. Yetiskin Kok Hiicrelerinin Dis Hekimligi Acisindan Degerlendirilmesi

Gilintimiize kadar, insan diglerinden; bulunduklar1 yere ve gelisim evresine gore
cesitli mezankimal kok hiicre izolasyonlar1 saglanmistir. Bunlart lokalizasyonuna gore,

iki sinifa ayirabiliriz:

1. Periodontal ligamentten alinan kok hiicreler — Periodontal ligament stem cells
(PDLSC): (6, 32, 39, 40, 41, 42, 43, 44)

2. Dis pulpasindan elde edilen kok hiicreler :

Dis pulpas1 kok hiicreleri alindigi disin, i¢inde bulundugu gelisim evresine gore 3

ayri grupta incelenmistir:

2.1. Siit dislerinden alinan kok hiicreler — Stem cells from decidious teeth

(SHED) (5)
2.2. Geligimini  tamamlamis  daimi  dislerden alman  Yetiskin  kék

hiicreleri(DPSCs) (1, 3, 14, 45, 46)

2.3. Gelisimi devam etmekte olan daimi dislerden alinan kok hiicreler;

2.3.1. Apikal papilladan elde edilen kok hiicreler — Stem cells from apical
papilla (SCAP) (Resim 4,5) (47)

2.3.2. Dis folikiiliinden alinan kok hiicreler — Dental follicle cells (DFCs)
(Resim 6) (48, 49, 50, 51, 52)

2.3.3. Dis jerminden alinan kok hiicreler — Tooth germ stem cells

(TGSCs), (53, 54).

olarak simiflandirilabiliriz.




¢ Apikal papilla

Apikal papilla

A: Kok gelisimi tamamlanmadan ¢ekilmis
insan 20 yas disine (16-24 yas) yapisik
apikal papilla (beyaz ok)

B: Hemotoksilen eosin boyamasiyla
Izlenen kok gelisimi

C: Kokten izole edilen apikal papilla
dokusu.

Resim 4: Erken kok gelisim evresinde bulunan 20 yas disindeki apikal papilla

dokusunun goriintiisii (47).

Resim 5: Kok gelisimi ileri agamada olan 20 yas disinden alinmig apikal papillanin

goriintiisi (2).

Resim 6: Kuron gelisimi tamamlanmus, stirmemis 20 yas disinin goriintiisii (11-17 yas).

(a) Biitiin dis jermi (Kesik ¢izgi igerisinde kalan saha).

(b) Dental mezankim igeren, etrafi dis folikiilii ile gevrili kuron kismi (nokta nokta ile

belirtilen alan) (54).




Kemik iligi, mezankimal kok hiicre — “ Mesanchymal stem cells ” (MSCs)
sinifinin ana kaynagini olusturmaktadir. Ancak kemik iligi ile iligkili hastaliklar ve bu
dokunun izolasyonu sirasinda ve sonrasinda yasanan giicliikler, arastiricilart yeni bir
kaynak arayisina sevk etmistir. Bu nedenle, izolasyonu ve bulunmasi daha kolay oldugu
diisiiniilen dis kokenli hiicreler, siirekli olarak kemik iliginden alinan hiicrelerle

kiyaslanmaktadir (1, 3, 14, 15, 16, 17, 55, 56)

Ayni embriyonel jerm tabakasindan olusmasina ragmen, hiicreler, alindiklari
dokuya gore farkli 6zellikler gostermektedir (Resim 7A, B). Yapilan ¢alismalarda, insan
dis pulpasindan alinan yetiskin kok hiicreler (DPSCs), kemik iligi bag dokusundan —
“Bone marrow stromal stem cells ” (BMSSCs) alinanlara gore ¢ogalmaya daha meyilli
bulunmustur (1).

Mezankimal kokenli bu iki hiicre grubunun (DPSCs- BMSSCs) kullanildigi
baska calismalar da vardir (1, 3, 14, 15, 16, 17). Bu arastirmalarda, yetiskin kok
hiicreleri, odontoblastlara farklilasarak, dentin kanallar1 ile karakterize mineralize
matriks ve damarlardan olusan fibr6z bir doku meydana getirmistir. Olusan dokunun
birbirinden ¢ok farkli olmadigi diisiiniilmektedir. Ancak, Yu ve ark, (2007), farkli bir
yontemle uyardiklart hiicreleri, olusturduklart dentin- pulpa kompleksi agisindan
degerlendirerek, dis pulpasi kok hiicrelerinin odontogenesis i¢in, kemik iligi bag

dokusundan alinan hiicrelere gére daha uygun oldugunu ortaya koymuslardir (57).

PANIO2%

fty /2 A DAL ER SN

Resim 7: A. Dis pulpas1 kok hiicrelerinin (DPSC), 5. giindeki morfolojik goriintiisii. B.

Kemik iligi bag dokusundan alinan kok hiicrelerin (BMSSC), 3. giindeki morfolojik
goriintiisii (57).
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Morsczeck ve ark. (56), dis folikiilii 6ncii hiicrelerinin kullanildig: bir ¢alismada,
meydana gelen Kalsifiye dokunun, kemik iligi bag dokusu hiicrelerinin olusturdugu
yapiyla benzerlik gosterdigini ancak, dis folikiil hiicrelerinin kemik hiicresine

farklilagmasinin yetersiz oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhou ve ark. (32), kemik iligi bag dokusu kok hiicrelerinin (BMSCs) sahip
oldugu bazi proteinlerin, periodonsiyumdan alinan periodontal ligament fibroblastlari,

kemik hiicreleri ve diseti fibroblastlarinda da, bulundugunu tespit etmislerdir.

Gelisimini tamamlamig ve slirmiis dislerden alinan kok hiicrelerin, yliksek
oranda ¢ogalma, farklilasma ve yapilandirma potansiyeli gostermesi, gelisim evresinin
baslangicinda olan dislerin kok hiicre 6zelliklerini akla getirmektedir. Arastirmalar
incelendiginde, dental mezankimal kok hiicrelerin, insan siit disleri (5) gibi siirmiis
ancak gelisimini tamamlamamig daimi dislerden (47) de elde edildigini gérmekteyiz.
Olusum evresi agisindan degerlendirildiginde, gelisimini tamamlamamis, kok ucu agik,
pulpas1 enfekte dislerin apexogenesisle iyilesmesi, apikal kisimda mezankimal kok
hiicrelerin varligin1 belirtmektedir (47, 58). Hatta rejeneratif tedaviler kapsaminda tiglii
antibiyotik (Metranidazole, minosiklin, siprofloksasin) destegiyle, bu hiicrelerin,
canliligim yitirmis kok ucu agik daimi dislerin kok kanal boglugunda, yeni canli bir
doku olusumunu sagladigi belirtilmektedir (59). Kuronu tamamlanmis ancak heniiz
slirmemis, jerm halindeki dislerden alinan kok hiicreler, gelisimi daha ileri evrede olan
dislerden elde edilen hiicrelere gore, ¢ogalmaya daha meyilli bulunmustur (53). Kok
gelisimi tamamlanmamis dislerden alinan hiicrelerin, kollateral dolasima sahip olmasi,
(2, 58) ve kok hiicrelerin dolasimdan zengin bolgelerde daha fazla bulunmasi (9) apeksi

acik dis kok hiicrelerinin rejenerasyona yatkinligini agiklamaktadir.

Dis jerminin merkezinde yer alan dis pulpasi ve etrafin1 saran folikiiliin hiicre
karakterlerinin karsilastirmali yapildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak postnatal
sekiz giinliik fareden alinmig dis folikiilleri (60) ile insan 20 yas dis folikiillerinden (48,
49) elde edilmis hiicrelerin izolasyonu ve farklilasmasina dair ¢aligmalar vardir. Erken
evredeki dis pulpasi kok hiicrelerinin (hDPSCs) detayli karakterleri ise Takeda ve ark.
(53), tarafindan tamimlanarak, " Kron gelisimi tamamlanmus dis jerminden alinan dis

pulpast kok hiicreleri (hDPSCs) " olarak ifade edilmistir. Ancak daha onceden de
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deginildigi gibi, bu ¢alismada kullanilan hiicrelerin dis jerminin neresinden alindigi tam
olarak belirtilmemektedir.Yalvac ve ark. (54), ise ayn1 hiicre grubunu, " Dis jermi kok

hiicreleri- (TGSCs) " olarak isimlendirmektedirler.

Morsczeck ve ark (2009) (56), steroid hormonunun glikokortikoid sinifinin bir
tiyesi olan deksametazonun, dis folikiilii kok hiicrelerinin  kemik hiicresine
farklilagmasini baslattigin1 hatta, insiilinin de deksametazon kadar olmasa bile bu

degisimi sagladigini ortaya koymuslardir.

Yalvac ve ark. (2009) (54), insan dis jermi kok hiicrelerinin (hnTGSCs), matrijel
izerinde, tlip-benzeri doku olusturmasini, damarlanmaya 6rnek olabilecegini diistinerek

kemik iligi kok hiicreleri ile (61), kiyaslanabilir bulmuslardir.

Dis Hekimligi agisindan bakildiginda, dis kok hiicreleriyle ilgili yapilan
calismalardaki esasin, dislerin rejenerasyonu oldugunu gormekteyiz. Kemirgenlerde
hiicre temelli ¢aligmalarin gelecek vaadetmesi insanlar i¢in umut kaynagi olmustur. (62,
63, 64, 65). Gronthos, (1, 3) ve Seo (6), farelere enjekte ettikleri hiicrelerden, dis
yapisiyla karakterize fibroz doku olusumunu gdstermislerdir. Ustelik insan disinden
alinan pulpa ve periodontal ligament gibi iki farkli dokuda bu durumun saglanmasi, kok

hiicre kaynaklarinin olusturulmasi agisindan ¢ok daha avantajlidir.

Periodonsiyum, sement, periodontal ligament, alveol kemigi ve disetini
kapsamaktadir. Periodontal ligament fibroblastlar1 (PDLFs), kemik hiicreleri (AOs) ve
digeti fibroblastlar1 (GFs) ayni mezankimal kdok hiicre (MSCs) yiizey antijenlerini
icermektedir. Tasidiklar1 yiizey antijenleri agisindan kemik iligi kok hiicreleriyle de,
benzerlik gostermektedir (32). Periodontal doku rejenerasyonunda, dis folikiilii, sement
ve periodontal ligament hiicrelerinin rol oynadigini gosteren ¢aligmalar vardir (66, 67,
68). Lin ve ark. (39), periodontal rejenerasyonda mezakimal yiizey antijenine sahip kok
hiicrelerin varligini gostermislerdir. Sodek J. ve ark. (40), periodonsiyum hiicrelerinin,
ektomezankimal yapida hiicre oOnciilerinden tiiredikten sonra, farkli gidis yoluyla
degistiklerini ve kokenlerinden ayr1 hareket ettiklerini diisiinmiislerdir. Bu diisiincenin
aksine, Zhou ve ark. (32), periyodonsiyumdan aldiklar1 hiicrelerin, mezankimal yapidan

tiredikten sonra, periodonsiyumun ilgili bélgesine gog ettiklerini belirtmektedirler.
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Disten alinan kok hiicrelerin, uygun bir sekilde izole edilip kullanilabilmesi i¢in

olusum siireci 1yi bilinmelidir.

Dis gelisimi, omurganin gelisimi sirasinda, sinir dokusunun kivrimlarindan
koken alan gecici bir embriyonik doku olan noral crest’ ten gelen agiz epiteli ve
ektomezankim hiicrelerin birbirlerini indiiklemesiyle olusur (69, 70). Disin gelisimi
sirasinda, ektomezankimal yapinin dental lamina tarafindan uyarilmasiyla dental papilla
olusmaktadir. Ag1z epitelinden kaynaklanan ameloblastlar mine tabakasini olustururken,
dis papillasindan gelen odontoblastlar da dentini meydana getirmektedir. Apikal
foramenden gelen damar ve sinir agi ile beslenen fibroz pulpa dokusu, dental papilladan
kaynaklanir. Dis yapisi, ektomezankim kokenli dental folikiilden tiiremis olan,

periodontal ligament tabakasiyla kemige tutunmaktadir (42).

Dis folikiilli, siirmemis dis jermini g¢evreleyen ektomezankim yapida, zayif
baglanti dokusudur. Disin stirmesi i¢in gereklidir (71, 72), disin agiz igine yiikselmesini
takiben, yerini periodontal ligamente birakir. Yapilan arastirmalar, dis folikiiliinlin
sementoblast, osteoblast ve periodontal ligament Oncii hiicrelerini igerdigini
gostermektedir (50, 56). Disler, iki ayri embriyonal tabakadan meydana gelmektedir.
Pulpa dokusu mezankim, periodontal ligament ise ektomezankim kokenlidir. Farges ve
ark. (73), ilk defa ultrastriiktiirel hiicre yapisim ortaya koyarak epitelyal-mezankimal
hiicrelerin farkin1  belirlemislerdir. Bu karakterizasyonun olusturulmasi, yapilan

caligmalarin klinige uyarlanmasini saglamaktadir.

Ancak gilinlimiizde yapilan c¢aligmalar, dis pulpasi kok hiicreleri (DPSCs), siit
digleri kok hiicreleri (SHED), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSCs) (42), kemik
hiicreleri ve diseti fibroblastlarinin (32) ayni1 embriyonik jerm yapragindan gelistigini
gostermektedir. Buna ragmen farkli yapilar olusturmaktadirlar. Arastiricilar, bu
durumun, mezankimal kok hiicrelerin, kemik kaynakli proteinleri degistirip kullanarak
farklilagtiklarini, boylece periodontal doku olusturabildigini (74), bunun yanisira
dogrudan hiicre 6zgiilliigi ile de ilgili olabilecegini diisiinmektedirler (75). Ayrica, siit
disi pulpasinda bulunan epitel kok hiicrelerin varligini, disin tamir ve rejenerasyonunda

gerekli olan epitelyal komponent olarak belirtmektedirler (76).
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Degisik hiicre gruplarinin kiyaslandigi bir ¢alismada, odontoblast farklilagmasi,
sadece mezankim kokenli olan hiicreler tarafindan gergeklestirilmistir (75). Apikal
papilla dokusu da, mezankimal yapida kok hiicreleri (MSCs) icermektedir. Ve yazara
gore, bunlar primer odontoblastlarin kaynagini olusturarak kok dentininin yapiminda
gorev almaktadirlar (47). Meydana gelen dokularin farkli olmasini arastiricilar, dentin,
sement ve kemik olusumu i¢in gereken molekiiler diizenleyicilerin ayni olmasina
ragmen hiicre gruplarina 6zel proteinlerin (genlerin) ve biiyiime faktorlerini harekete
gegiren  transkriptor  faktorlerinin - (molekiler  sinyallerin)  farkli  olmasina
baglamaktadirlar (42, 56).

2.1.2.2. Yetiskin Kok Hiicrelerinin Pulpa - Dentin Kompleksi Uzerine Etkileri

Rejeneratif endodonti, hasara ugramis dentin-kok yapisinin ve pulpa-dentin
kompleksinin, tamirinin biyolojik temelli ¢alismalarla saglanmasidir. Bu yenilenmenin
laboratuar ortaminda saglanabilmesi i¢in, dis yapist ve gelisim siireglerinin anlagilir

olmasi 6nemlidir.

Odontogenesis, ameloblast ve odontoblast hiicrelerinin farklilagmasiyla
sonuglanan, epitelyal-mezankimal doku etkilesimidir. Ameloblast, mine matriksi,
odontoblast ise dentin matriksinin yapimindan sorumludur (73). Odontoblast uzantilari
ve mineralize alanlarla karakterize epitelyal - mezankimal nodiillerin olusumu, dentin
yapisini ortaya ¢ikarir. Bu hiicreler, dentin matriksinin organik bilesenlerinin (protein,
yag ve karbonhidrat molekiilleri) sentezi ve salgilanmasiyla in vitro ortamda
odontojenik dokunun yeniden organize olmasini saglar. Kollagen yapidaki dentin
matriksinin olusmasindan sonra, Dentinsialoprotein - (DSP) ve Dentinfosfoproteinin -
(DPP) sentezlenmesiyle gelisen olaylar zincirine dentinogenesis denir (77). Protein
yapisinin biiyiikk ¢ogunlugunu, kollagen yapi olustururken kollagen olmayan kismu;
proteoglikan, glikoprotein, glikozaminoglikan, osteonektin, osteopontin, dentin matriks
protein (DMP1), dentin sialoprotein (DSP) ve dentin fosfoprotein (DPP)
olusturmaktadir (78). In vitro ¢alismalarda, bir hiicrenin odontoblast hiicresi oldugunun
anlasilmasi i¢in, hem morfolojik, hem de fonksiyonel 6zellikleri ayni1 anda gosteriyor

olmas1 gerekir. Morfolojik 6zellik olarak hiicre polarizasyonu, odontoblastik uzantisi ve
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poligonal hiicre yapisini, fonksiyonel olarak ise dentine 0zel protein olan dentin

sialofosfoprotein — (DSPP) sentezini gergeklestiriyor olmasi sarttir (79).

Glinimiize kadar, mezankimal pulpa dokusundan odontoblast benzeri hiicre
olusumunu saglamak amaciyla ¢esitli hiicre kiiltiirii galismalar1 yapilmistir (33, 81, 82).
Hiicre farklilagmasi i¢in, hiicrelerin alindigi disin bulundugu gelisim evresi kadar,
kullanilan maddelerin miktar1 da 6nemli olmaktadir. Mineralizasyon, beta-gliserolfosfat
varhiginda saglanabilirken, serum miktari, farklilasan hiicre sayisini belirlemektedir
(83). Ayrica Sonoyama ve Liu (47), apikal papilla dokusu ile dis pulpasi arasinda yer
alan hiicreden zengin tabakanin odontoblast farklilagmasinda rolii olabilecegini ileri

stirmiislerdir.

Yukarida dentin igin belirtilen proteinlerin biiyiikk ¢ogunlugu, kemik icin de
gegerlidir. Ancak yapilan ¢alismalar, dentin sialoprotein (DSP) ve dentin fosfoprotein
(DPP)’ nin sadece odontoblastlar i¢in 6zel proteinler oldugunu gostermektedir (79, 84).
Bu iki protein, tek bir gende kodlanarak (DSPP)- Dentin sialofosfoproteini
olusturmaktadir (85). Fakat 2001 yilma kadar, elde edilen odontoblastlarin sahip
olduklar1 genler, tam olarak bilinmemekteydi. Bleicher ve Couble (86), bu diisiinceden
yola ¢ikarak uyguladiklar1 yeni bir teknikle, odontoblastlar tarafindan sentez edilen yeni
genlerin, tamimlanmasini saglayarak, DSPP’ nin odontoblastlara 6zgii tek protein
oldugunu ortaya koymuslardir. Indiiklenerek farklilasmas1 saglanan hiicrelerin,
odontoblast hiicresi olabilmesi icin DSPP sentezi gostermesi gerekmektedir (87). Bu
Ozellik, hiicrelerin fonksiyonel yapisini bize gosterirken, hiicrenin poligonal sekil almasi
ve odontoblastik uzantiya sahip olmasi da morfolojik yapisini kanitlamaktadir. Ancak
bu iki olay birbirinden ayri degerlendirilemez. Hiicreler, 2- 3 hafta iginde, dentin
matriksi etrafinda polarize olurken (83), matriks mineralizasyonu, hiicresel nodiillerin
olusumundan sonra, yogun kollagen agi ile sarilmasiyla gergeklesir (33, 83). Dentin
sialoprotein (DSP) ve Dentin matriks protein (DMP), salgilama evresinin
gostergeleridir(87). DSPP sentezi, ekstraseliiler matriksin mineralizasyonundan sonra

(4-6 hafta iginde) ciddi bir artig gosterir (83).

Dentin diskleri iizerinde, disten alinan kok hiicrelerle yapilan bir ¢alismada, bu

hiicrelerin sayica artmadigi ancak 16. giiniin sonunda morfolojik olarak odontoblast
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hiicresine doniistiigi gosterilmistir (88). Ruch ve ark.” lar1 (79), 1995 yilinda fare
embriyonunda, in vivo olarak yaptiklar1 farklilasma c¢alismasinda, bu hiicrelerin
morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerini gostermislerdir. Ancak, Couble ve Farges (83),
olusturduklar1 in vitro sistemle odontoblastlarin bu iki 6zelligini es zamanli olarak

bildiren ilk arastiricilardir.

Laboratuar ortaminda istenilen hiicrelerin elde edilmesi, kok hiicrelerle klinige
dayali ¢alismalar yapmanin yollarmi agmaktadir. Ornegin; kullanilan farkli biiyiime
faktorleri ile bu hiicrelerin, pulpa kuafaji sirasindaki farklilagma mekanizmasi

¢oziilmeye calisilmaktadir.

Yillardir arastiricilar, kaybolan veya zarar goren dis dokularinin tamirini
anlamak igin ¢aligma yapmaktadir. 1952 yilinda, Dr. B. W. Hermann tarafindan,
kalsiyum hidroksitin pulpa amputasyonu tedavisinde kullanilmasi, rejeneratif
endodontiye ait ilk girisim olarak kabul edilmektedir (89). Pulpanin yaralanmasi
sonrasinda, fibroz dokunun uyarilarak, dentin olusumunun saglanmasi, Kkalsiyum
hidroksit esasli patlarin etkisiyle odontoblast hiicreleri (90) tarafindan yapilmaktaydi
(89). Mezankimal pulpa hiicrelerinin odontoblast hiicrelerine farklilasmasinin, kalsiyum
hidroksitin meydana getirdigi nekrotik tabaka sayesinde oldugu diisiiniilmekteydi. Fakat
yakin zamanda, Mizuno ve Banzai (91), kalsiyum iyonlarinin pulpadaki fibronektin

sentezini sagladigini ortaya ¢ikarmislardir.

Fibronektin, sanilanin aksine odontoblastlar tarafindan degil, fibroblast hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir (33, 80). Fibronektin, fibroblastlar ve osteoblastlar
tarafindan salgilanarak, pulpanin farklilagmamis mezankim hiicrelerini, sert doku
olusumu saglayan hiicrelere doniistiirmektedir. Fibronektin, odontoblast tabakasinda,
pulpadan predentin igine, odontoblast uzantilariyla tasinmaktadir (92) Pulpanin sert
doku olusturma kapasitesi, disetine gore daha yiiksektir. Cilinkd, pulpadan alinan
fibroblastlar, disetindekilere gore alkalen fosfataz aktivitesini daha fazla gostermektedir
(33). Alkalen fosfataz enzimi, kalsifiye doku olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Bu
enzimin aktivitesi, osteoblast ve odontoblast hiicreleri i¢in belirleyicidir (93). Baska bir
histokimyasal calismada, yiizeysel nekrotik tabaka ile canli pulpa dokusu arasinda
fibronektin varligi tespit edilmistir. Yoshiba’ ya gore (94), fibronektinden zengin bu
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tabaka, tamir dentininin olusumu sirasinda biiylime faktorleri i¢in kaynak
olusturmaktadir. Biiyiime faktorleri, hiicrelerin gogii ve tutunmasindan sorumlu olarak
tamir olayma katilmaktadir. Ayn1 zamanda kollagen sentezi ile sert doku olusumunda
rolii oldugu diistiniilmektedir (95, 96).

Kemik olusumu igin gerekli olan Transforming Growth Factor beta (TGF-B),
Bone Morphogenic Protein (BMP) 2, 4 ve 7 gibi diizenleyiciler, odontoblast gelisimini
de desteklemektedir (97, 98). Odontoblast onciilerinin ¢ogalma ve farklilagsmalari, yine
kemik hiicrelerinde oldugu gibi fibroblast biiyiime faktorii, epidermal biliyiime faktorii,
platelet-derived biiyiime faktorii, insiilin- benzeri biiyiime faktorii ve tiimor nekroze
edici biiytime faktorii - alfa tarafindan saglanmaktadir (98). Bu sebeple, osteoblastlar ve
odontoblastlarin uyarilmasi arasinda belirgin bir farklilik bulunmamaktadir. Dentin ve
kemik matriksinde bulunan mineralizasyon sistemi de, ortak protein yapilarindan dolay1
birbirine olduk¢a benzemektedir. Arastiricilar sahip olunan proteinlerin ve sert doku
olusturma mekanizmalarinin birbirine benzemesine ragmen farkli yapilarin ortaya
cikmasini, proteinlerin uyarilmasini saglayan transkriptor faktorlerinin degisik olmasina
baglamaktadirlar (55). Kemik ve dentin dokusundaki ayirici faktor, dentinde bulunan ve
sadece odontoblastlara 06zgii olan Dentinsialofosfoprotein (DSPP) sentezinin
belirlenmesidir (86).

Gilinimiize dek, ¢esitli dokulardan elde edilen kok hiicrelerin, biiyiime faktorleri
ile uyarilarak odontoblast ve osteoblast hiicrelerine farklilasmasina iliskin ¢aligmalar
yapilmistir (15, 48, 49). A¢iga ¢ikmus pulpa dokusunun dentinogenesis amagl
uyarilmasinda yine biiyiime faktorlerinden faydalanilmaktadir (35, 95, 96).

Dis folikiil 6ncii hiicrelerinin osteojenik farklilasmasi, BMP-2 / 7 gibi biiyiime
faktorleriyle saglanmaktadir (48, 49). Kopek disleri iizerinde yapilan bir galismada,
MTA ile pulpa dokusu iizerinde olusturulan sert doku, BMP-7 ile olusturulana oldukca
benzemektedir. Ancak biiylime faktorii ile meydana gelen yapi, kemik benzeri
morfolojiye sahip ve odontoblastlara 6zgii DSP sentezi gostermemektedir (35). Buna
ragmen kiiltiir ¢alismasinda, farklilasma ve mineralizasyon i¢in, BMP-2 kullanildig1
zaman, hiicrelerin DSPP sentez ederek odontoblastlara doniistiigli izlenmistir (15). Bu

durumu, mezankimal kok hiicrelerin kemik hiicresine farklilasmasinda etkisi oldugu
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bilinen transkriptér faktoriiniin (56), BMP-2’ nin yo6nlendirilmesinde yetersiz
kalmasiyla (99) acgiklayabiliriz. Yine kopek disleri iizerinde, kollagen matriks
yardimiyla taginarak amputasyon tedavisinde kullanilan BMP-2 ve BMP-4’ iin agiga
cikmig pulpa dokusu lizerinde osteodentin yapiminit uyardigi tespit edilmistir. Bu
sonucun aksine TGF-B1 pulpa rejenerasyonunu engellemistir (97). Narayanan ve ark.
(75), ise dentin matriks proteininin (DMP-1), odontogenez olayinda uyarici molekiil

gibi davrandigini, bu sekilde hiicrelerin odontoblastlara farklilastigini belirlemislerdir.

Kemik iligi mezankimal kok hiicrelerin, periodontal defekte etkisinin
arastirildigr bir calismada, hiicrelerin farklilasarak beklenen periodontal rejenerasyonu
sagladig: belirtilmistir (100). R d’ Aquino’ nun 2007’ de yaptigi bir arastirmada (101),
disten alinan kok hiicreler, kemik rejenerasyonu agisindan incelenerek, olumlu sonuglar
elde edilmis. Kemik ve endotel hiicresine sinerjik doniisiimiin arastirildigi bu in vitro ve
in vivo kombine ¢alismada, damarlarla karakterize kemik olusumu izlenmistir.
Aragtiriciya gore; damar ve kemik yapisinin es zamanl olusmasi, klinik uygulamada,
yetigkin kemik dokusu olusturma potansiyelini arttirmaktadir. Bu hiicrelerin
damarlanma potansiyeli, kalp krizi tedavisinde gelecek vaadetmektedir (102). Buna
benzer baska bir ¢calismada, otojen kemik dokusu (LAB) olusturulmasi i¢in kullanilan
yetiskin dis pulpasi kok hiicreleri, 30. giinde ekstraseliiler matriks olusturan c¢okeltiler
meydana getirmis, 50. giinlin sonunda ise istenen Ozellikleri tasiyan mineralize doku
olusturmustur. Farelere nakli saglanan bu olusum, kaybedilen alveol kemik dokusunun
yerini tutabilecek yapida, trabekiillerle ¢evrili lameller kemik olugumunu saglamistir
(103).

Aragtiricilar bu kadarla da kalmayip, embriyonik ve dogum sonrasi donemdeki
dis tomurcuklarmin kullanildigi bir hayvan calismasi yaparak, dis olusumuna dair
bulgular elde etmislerdir. Embriyonik hiicrelerin meydana getirdigi disin kuronu, diger
gruba gore daha diizglin bulunmustur. Dogum sonrast donemde alinan dis tomurcuk
hiicrelerinin, embriyonik hiicrelerin aksine, disin kuron sekillenmesi i¢in gereken temel

faktorlere sahip olmadigi diisiiniilmektedir (104).

Eksik olan bir yapmin digsaridan tamamlanabilmesi, kok hiicrelerin basarisini

gosteren, dis hekimligi acisindan ileri bir adimdir. Insan siit dislerinden almnan kok
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hiicrelerle kemik rejenerasyonu, ototransplantasyon ve doku temelli klinik uygulamalar
yapilmaktadir (105). Dis Hekimligi agisindan bakildiginda, kok hiicre ¢alismalari pulpa,
periyodonsiyum ve hatta dis rejenerasyonunun saglanmasi ile sinirli kalmaktayken,
embriyonik kok hiicrelerin, hasar gormiis doku ve organa transplantasyonu, hastanin
yasam Kkalitesini arttirarak Omriinii uzatmaktadir (106). Bu amagla bulunmasi, elde
edilmesi ve izolasyonu daha kolay oldugu diisiiniilen multipotent 6zellikteki dis kok
hiicreleri, yeniden programlanarak pluripotent asamaya dondiiriilmeye ¢alisilmaktadir.
Son donemde yapilan bir arastirmada, 6zel besiyeri i¢inde kiiltliri yapilan siit disi kok
hiicrelerinin, epitelyal yapida hiicre tasidigi gosterilmistir (76). Bu durum yillardir
bilinen, *“ Dis pulpasinda epitel hiicresi yoktur ” kavramina olduk¢a sasirtici bir
yaklagimdir. Bu konuda yapilacak daha ayrintili aragtirmalar, dis ve ¢evre dokularindan
alinan hiicrelerin, ayn1 molekiiler yolu izlemesine ragmen nasil farkli dokular meydana
getirerek dis olusumunu sagladiklarini ortaya cikaracaktir. Belki yukarida yapilan
calismada oldugu gibi bilinenin aksine, dis yapisinda farkli hiicrelerin ve degisik

mekanizmalarin rol oynadigi tespit edilerek, yeni dis olusumu saglanacaktir.

2.2. REJENERATIF TEDAVILER ve MINE MATRIKS PROTEIN TUREVLERI

Mine matriks protein tiirevi (EMD), embriyo halindeki domuzlarin gelismekte
olan dislerindeki Hertwig epitel kok kinindan salgilanan mine matriks proteinlerinin
(EMPs), saflastirilmis asidik ekstresidir. (107, 108). Cogunlugunu amelogeninin
olusturdugu mine matriks proteini, hidrofobik yapidadir (109). Mine matriks
proteinlerinin, disin embriyonik gelisimi sirasinda ektodermal-mezankimal etkilesimine
katilarak dis olusumunu kontrol ettigi disiiniilmektedir (107). Hertwig epitel kok kini
(HERS) hiicreleri tarafindan sentez edilen mine matriks proteinleri, dis folikiil
hiicrelerinin sementoblasta farklilagsmasini saglayarak, sement olusumunda onemli rol
oynamaktadir (107). Bu proteinin, hiicresiz sement olusumunu desteklemesi yoluyla

(107) periodontal doku rejenerasyonuna etkisi de bilinmektedir (110).

Kiiltiir ortamia, EMD’ nin dahil edildigi ¢alismalar, periodontal fibroblastlarin
sayica arttigini, protein ve kollagen tiretiminin de fazlalastigin1 gostermektedir (111).

Periodontal ligament fibroblastlarinin, proteoglikan ve hiyaluronan sentezini uyarmak
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suretiyle etkilenmesi (41), mine matriks protein tiirevlerinin tamir ve rejenerasyonda rol
oynadigimi diisiindiirmektedir. Hyaluronan sentezi, hiicrelerin ayrilmasi ve gé¢ etmesi
icin gereklidir (112). Bilindigi gibi yara iyilesmesi, ilgili hiicrelerin yara bdolgesine
ilerlemesiyle baslar. Chen’ e gore EMD, periodontal ligament ve digeti fibroblastlarinda
hyaluronan ve proteoglikan sentezini baslatarak periodontal doku rejenerasyonu ve yara
iyilesmesini saglamaktadir (112). Iyilesme sirastnda EMD, damar endotel hiicreleri ile
periodontal ligament hiicrelerinin etkilesimini saglayarak, damar olusumuna da imkan

tanimaktadir (113).

K&k dentininin olusumu, sementogenesis ile yakindan iliskilidir. Hertwig epitel
kok kini, dental papillanin mezankimal hiicrelerini uyararak “ Mantle predentin ”
(henliz mineralize olmamis, yeni olusan periferal dentin) yapimini baslatir. Boylece
yeni olusan dentinle temas eden dis folikiil mezankimal hiicreleri, sement olusumunda
rol alirlar (107). Sement olusumundan once, kok yiizeyinde mine matriksine benzer bir
yapinin, epitel kok kininin i¢ kisminda bulunan bir bolgeden salgilandiginin saptanmasi
(107, 114), arastirmacilar1 mine matriks tlirevlerine yonlendirmistir. Ayrica, hiicresiz
sementte bulunan bazi proteinler, mine matriksinde olanlarla benzerlik géstermektedir
(115). Mine matriksini meydana getiren proteinlerin basinda amelogenin yer alir ve
igeriginin yilizde doksanini olusturur, kalan %10’ luk kisim ise, tuftelin, tuft protein,
serum, tiikkriik proteini (116), ameloblastin (117) ve amelinden (118) olusmaktadir.
Icerisinde mine matriks protein tiirevi, su ve propilen glikol aljinat (PGA) isimli tasiyici
bulunan formu piyasada bulunmaktadir. Amelogenin sahip oldugu &zel protein
yapistyla, hiicre atagmanina olanak tanir (119, 120). Johnson (121), EMD igerisinde
bulunan amelogenin disindaki diger proteinlerin, damar olusumu i¢in etken

olabilecegini savunmaktadir.

Insanlar iizerinde kullanilan materyellerin, klinik agidan giivenli olmas: sarttir,
Ik kez 1997 yilinda (110), insan disleri icin Klinikte uygulanmaya baslanan EMD’ e
dair giiniimiize ulasan, olumsuz bir sonu¢ bulunmamaktadir (122). EMD uygulanan
hastalarda, herhangi bir allerjik yanitin gelismemesi, i¢inde bulunan proteinlerin, "self-
protein™ olmasina baglanmaktayken, toleransin iyi olmasi da, biomateryelin giivenligini

ortaya koymaktadir (123). EMD uygulanan dislerde ortaya ¢ikan enflamatuar yanitin az
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olmasi, EMD’ nin hiicrelerden enflamatuar mediator saliniminmi baskilamasina ve

antienflamatuar mediator olan TGF-B’ y1 igermesine baglanmaktadir (124).

Kullanilan materyelin ortamda bulunan hiicreler lizerindeki etkisi, bize klinik
kullanim1 sirasinda karsilasacagimiz durumlar hakkinda bilgi verir. Suzuki ve ark.
(120), EMD’ nin hiicre atagsmanina etkisini arastirdig1 ¢alismasinda, EMD ile kaplanmis
doku kiiltiir plaklarinin, periodontal ligament fibroblastlarinin tutunmasina olumlu etki
yaptigin1 gostermistir. Ortaya ¢ikan bu sonucu, hiicre yiizey reseptorii (hiicre ve
ekstraselliiler matriks arasindaki adezyonu saglar) ile EMD igerisinde bulunan bone
sialoprotein (BSP) benzeri molekiilin (kemik matriksinde salgilanan glikoprotein)
etkilesimi, seklinde agiklamaktadir (120). Ancak atagsman ve proliferasyon agisindan
baska hiicrelerle karsilastirilan periodontal ligament fibroblastlari, kemik hiicrelerine

hatta diseti fibroblastlar1 ve epitel hiicrelerine oranla zayif bir baglanma gostermektedir
(31, 125).

Mine matriks protein tlirevlerinin, hiicreler lizerindeki etki mekanizmasi hala
tam olarak bilinmemektedir. Elde edilen ilk bulgulara gore; EMD preparatlarinda
spesifik biiylime faktorii bulunmamakta (111), ancak hiicrelerle karsilasan materyalin,
hiicre icindeki sinyalleri uyararak biliylime faktorlerinin ortaya c¢ikmasini sagladigi
distiniilmektedir (119). Amelogenin igerikli biyomateryalin, periodontal ligament
fibroblastlarindaki biiyiime faktorii - TGF-B1 sentezini arttirarak hiicre biiylimesine
katki sagladigini gosteren aragtirmalar da vardir (126, 127). Ancak daha sonra yapilan
arastirmalarda, mine matriks protein tlirevlerinin endojen olarak, TGF-B1 icerdigi
bildirilmistir (43, 44, 128). TGF- B1, enflamatuar sitokinleri baskilayarak (129)
ekstraselliiler matriks olusumunda ve periyodonsiyum gelisiminde Onemli rol
oynamaktadir (130). Kemik hiicrelerinden baglanti dokusu biiylime faktoriiniin
[Connective tissue growth factor (CTGF)] sentezi, EMD varliginda TGF-B1 etkisiyle
olmaktadir. CTGF, osteoblastlarin farklilasmasini tetikleyerek mineralizasyonda rol

oynamaktadir (131).

Itoh ve ark. (132), EMD’ nin, biiyiime faktorii bulundurmadigini, osteoklast ve
osteoblast hiicrelerine etkisinin, sahip oldugu bioaktif molekiiller sayesinde oldugunu

belirtmektedir. Ancak EMD’ nin, kemik olusumunda etkisi oldugu bilinen BMP 2; 4; 7
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gibi molekiilleri kapsadigir yapilan g¢alismalarla gosterilmistir (133). Mine matriks
protein tiirevlerinin sahip oldugu Bone Sialoprotein (BSP) ve Osteopontin (OP) gibi
osteojenik proteinler, periodontal ligament fibroblastlarinda farklilasmay1 saglamaktadir
(120). Ayrica EMD’ nin, hiicrelerle direkt temas etmeden doku rejenerasyonunu

sagliyor olmasi, bunu igerdigi biyoaktif molekiillerle yaptigini diisiindiirmektedir (134).

Periodontal defektlerde uygulanan EMD, ¢iplak kdk dentin yiizeyi tarafindan
emilerek periodontal doku rejenerasyonu saglar (107, 111, 135, 136, 137). Periodontal
rejenerasyon i¢in kikirdak, kemik, damar ve yumusak doku olusumu birlikte
degerlendirilmelidir. Hama ve ark. (128), yaptiklar1 ¢alismada EMD’ nin, osteoblast
farklilasmasina olan etkisini, erken ve ge¢ olmak tizere iki farkli evrede
degerlendirmislerdir.  Arastirma  sonucunda;, EMD’ nin, periodontal doku
rejenerasyonunda izlenen hiicre siralamasina gore, secici fonksiyon gosterdigi
vurgulanmustir. Kikirdak olusumundan kemik ve damar yapisi gelisimine kadar olan
evrede, kondrositlerin de rolii oldugu diisiiniilmektedir (138). Kikirdak yapidan kemik
olusumu sirasinda gerekli olan mineralizasyon ve kondrosit hipertrofisi, yine EMD
icinde bulunan BMP- 6 ve insiilin benzeri biiylime faktorii ile saglanmaktadir (139).
Mine matriks protein tiirevinin, periodontal ligament hiicrelerinden, indirekt olarak
damar endotel biiyiime faktoriiniin salinimini saglayarak (Vascular endothelial growth
factor- VEGF), damarlanma olayma katildigi bildirilmistir (113). Biiylime faktor
(Transforming growth faktor beta - TGFp) etkisinin ortadan kaldirildigi baska bir
calismada, EMD’ nin bazi medyatorler araciligryla, hiicresel enzimlerin aktivasyonunu

saglayarak gingival fibroblast proliferasyonunda rol aldig1 belirtilmistir (109).

EMD ile ilgili yapilan arastirmalarda, kullanilan hiicre grubuna bagli olarak,
farkli sonuglar elde edildigini gormekteyiz. EMD’ nin, periodontal ligament
fibroblastlarinin  ¢ogalmasmmi ve kemik hiicresine farklilagmasimmi destekledigi
arastirmalar oldugu gibi (111, 126, 140, 141, 142); gingival fibroblastlarin ¢ogalmasini
olumsuz etkiledigini gosteren ¢alismalar da vardir (43, 44). Aymi sekilde, ortamda
emdogain oldugu zaman, bazi hiicre gruplarinin kemik hiicresine farklilagmasi
saglanirken, bazi hiicre hatlar1 etkilenmemektedir (128, 143). Gingival fibroblast

hiicreleri, EMD’ e periodontal ligament fibroblastlarindan daha duyarhdir (41).
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Yapilan caligmalardan, mine matriks protein tiirevlerinin farkli hiicre gruplarini
etkileyebildigini ancak sonuglarin her zaman birbiriyle uyumlu olmadigini gérmekteyiz.

Bosshardt (144) bu durumu su maddelerle agiklamaktadir:

Kullanilan mine matriks proteinlerinin farkli olmasi

Kullanilan mine matriks protein konsantrasyonlarinin farkli olmasi
Calismalarda dikkate alinan degisik gozlemleme periyotlari

Farkl1 hiicre tiplerinin kullanilmasi

Farklilasan hiicrelerin, degisik asamalarinin kullanilmasi

In vitro kosullarin farkli olmasi

N o a bk~ wDd e

In vivo lokal gevre kosullarmin degisik olmasi

Yukarida bahsedildigi gibi; EMD’ nin biyolojik etkisi, uygulandig:
konsantrasyonla dogrudan iliskilidir (119, 142). Doz artisi, bu durumu olumsuz etkiler
(121). EMD’ nin biiyiik kismin1 olusturan amelogeninin, osteojenik proteinlerin [Bone
sialoprotein - (BSP) ve Osteokalsin (OC)] iiretiminden sorumlu oldugu, yiiksek dozda
uygulanan biyomateryalin bu sayede, mineralize nodiil olusumunda azalmaya sebep
oldugu bildirilmistir (145). Doz artis1 ile ortaya ¢ikan bu olumsuz sonucun,
amelogeninle baglantili (121) oldugu bilinmekte ancak hangi mekanizmayla ortaya

¢iktiginin arastirilmasi gerekmektedir.

2.2.1 MINE MATRIKS PROTEIN TUREVLERININ PULPA - DENTIN
KOMPLEKSI UZERINE ETKILERI

Bir disin canliligin1 siirdiirmesi, fonksiyon gorebilmesi agisindan oldukcga
onemlidir. Pulpanin yaralanmasi, istenmeyen doku kayiplarina sebep olmaktadir.
Aragtiricilar yillardir pulpanin korunmasi igin zarar goren dentin dokusunun tamirini
saglamaya ugrasmaktadir. Bugiine kadar, kalsiyum hidroksit (89, 146), ¢inko oksit
6jenol, cam ionomer simani, rezin adezivler (147), hidroksiapatit kristalleri (148, 149),
trikalsiyum fosfat ve mineral trioxide aggregat (MTA) (150) gibi materyallerle dentin
dokusu onarilmaya calisilmistir. Ancak dentin benzeri sert doku olusum mekanizmasi
hala bilinmemektedir. Son zamanlarda bu mekanizmanin anlagilmasi amaciyla,
osteojenik ve odontojenik proteinler gibi biyolojik aktif molekiiller (BMPs; DMPs)
incelenmektedir (15, 75, 96, 151, 152). Boylece dis pulpasindaki hiicresel yanitla
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beraber, dis olusum evresinin baslangicindaki dentin yapimi, laboratuar ortaminda
gozlemlenerek coziilmeye ugrasilmaktadir. Artik dentin olusumu sirasinda ortamda
bulunan indiikleyici faktérler ve maddeler de &nem kazanmustir. Ornegin;
Hammarstrom (107), folikiil hiicrelerinin mine matriksiyle temasi sirasinda, hiicresiz
sement benzeri doku olusurken, ortamda amelogenin bulundugunu bildirmistir.
Amelogenin ve amelin odontoblastlarin farklilastigi son asamada ortama Kkatilarak
dentin olusumunda gorev almaktadir (153, 154, 155 ). igeriginde amelogenin ve amelin
bulunan bir mine matriks protein tiirevi, dentin benzeri sert doku olusturma kapasitesi
acisindan denemeye deger bulunmaktadir. Ancak EMD’ nin, jel formunda olmasi ve bir
tastyici i¢inde bulunmasi, klinik uygulamay1 zorlastirmaktadir. EMD, Propilen glikol
aljinat (PGA) isimli bir madde i¢inde tasinmaktadir. Doku sivisindaki 1siin artmasiyla
beraber, asidik ¢ozelti notralize olarak EMD igerisindeki proteinler aktif hale
gecmektedir (156).

Olsson ve ark.(157), kalsiyum hidroksit ve EMD’ i pulpa kuafajinda kullanarak,
materyellerin pulpa {izerindeki etkisini degerlendirdikleri bir ¢alisma yapmuslardir.
Calisma sonucunda; kalsiyum hidroksite kiyasla mine matriks protein tiirevi ile daha
fazla miktarda sert doku olustugunu ve hastalarin daha az postoperatif sikinti
yasadiklari belirlemelerine ragmen, klinik uygulamasinin ¢ok da avantajli olmadigin
vurgulamaktadirlar. Uyguladiklar1 teknikte, pulpa proliferasyonu i¢in emdogainin jel
formunun daha iyi olacagini, sert doku olusumu i¢in ise, daha kat1 bir tasiyict materyel
tercih edilebilecegini belirtiyorlar. Bu ¢alisma sonucunun aksine, Garrocho-Rangel ve
ark. (122), pulpa kuafajinda kullanilan Dycal ve EMD’ nin klinik belirtiler a¢isindan
cok farklilik gostermedigini agiklamiglardir.

EMD’ nin MTA ile karigtirilarak kullanilmasi, tasinma ve uygulanmasindaki
zorluklar1 ekarte ederek, sert doku olusumunu saglamaktadir (158). Insan dis pulpas:
kok hiicreleri iizerinde MTA ile EMD’ nin Karigtirilarak kullanildigi bir ¢alismada,
MTA ve EMD kombinasyonunun MTA’ nin tek basina kullanildig1 gruplara gore, insan
dis pulpasi kok hiicrelerinin odontoblastik farklilagsmasin1 ve mineralizasyonunu daha
1yi sagladigi ortaya konmustur. Arastiriciya gore, bu karisim pulpa kuafaji i¢in alternatif

bir materyel olusturmaktadir. (158).
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Ishizaki (159), EMD ile olusan kalsifiye alanin, kalsiyum hidroksitin sebep
oldugu nekrotik tabakadan (160) farkli olarak, materyelin kendi 6zelliginden
kaynaklandigini belirtmektedir. Ayrica, EMD uygulanan grupta olusan ve kok kanalinin
icine kadar uzanan sert dokuyu, dogrudan kullanilan materyel hacmi ile iligkili
bulmustur. Mine matriks protein tiirevinin agiga ¢ikmis pulpa dokusu iizerinde nekrotik
tabaka olusturdugunu ancak reparatif dentin olusumundaki esas etkisinin, ortamda
bulunan hiicreleri indiikleyerek sagladigini gosteren ¢alisma da vardir (124). Nakamura
(161), EMD ve kalsiyum hidroksit esasli dolgu patnin pulpanin yara iyilesmesine
etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, EMD’ nin daha fazla miktarda dentin benzeri
doku olusturdugunu gostermislerdir. Alkalen fosfataz enzim (ALP) aktivitesi, hiicrelerin
laboratuar ortaminda, sert doku olusturabilme kapasitesini ortaya koyan yontemlerden
biridir. EMD’ nin, insan diseti fibroblastlarinda ve periodontal ligament hiicrelerinde
alkalen fosfataz aktivitesini dikkate deger 6lgiide arttirdig1 tespit edilmistir (111, 126).

Bu da mine matriks protein tiirevinin mineralizasyona olan katkisini agiklamaktadir.

Igarashi ve ark. (162), biyolojik materyallerin, pulpa hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilasmasi iizerinde olumlu etkisi oldugunu, ancak dentin kopriisii olusturmada
yetersiz kaldigina deginerek, EMD’ nin pulpa amputasyonunda kullanildig1 bir hayvan
calismas1 yapmuslardir. Negatif kontrol grubunu, icinde EMD bulunmayan propilen
glikol aljinat olusturmasina ragmen tamir dentini ve dentin kopriisii olusumu
gozlenmistir. Arastiricilar bu duruma, PGA tarafindan uyarilan biiylime faktorlerinin

sebep oldugunu diisiinmektedirler.

Yukarida da deginildigi gibi dentin kopriisii olusturma agisindan artik biyolojik
materyeller denenmektedir (35, 96). Kaida (124), biyolojik materyellerin sert doku
olusturma mekanizmasina dair yaptigi1 ¢alismasinda, EMD bulunan grupta oldukca dar
bir nekrotik tabaka olustugunu ancak mineralize alanin, EMD tarafindan indiiklenen
makrofajlarin  sentezledigi BMP etkisiyle oldugunu ortaya koymustur. Kalsiyum
hidroksit ve cam ionomerin olusturdugu dentin, EMD ile meydana gelen reparatif
dentine kiyasla, daha poréz yapidadir. Kaida’ ya gore; EMD’ nin igerisinde bulunan
bone morfogenetik proteinler, hiicrelerden salinanlarla birleserek tamir olayina
katilmaktadir (124).
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Agiz igerisinde, gerek periodontal defekt gerekse pulpa hasarlarinda,
mikroorganizmalarin etkisi goz ardi edilemez. Di1s ortama agik olan, hastaliga meyilli
bir dokunun baslangigta steril olsa dahi sonradan enfekte olmasi kaginilmazdir. Bu
nedenle, yapilan c¢aligmalarda emdogainin antibakteriyel etkisinin de incelendigini

gormekteyiz.

Sculean A. ve ark. (163), kronik periodontitisli hastalardan plak 6rnegi alarak,
cesitli maddelerin antibakteriyel etkilerini degerlendirdikleri bir ¢aligma yapmislardir.
Etkilerini inceledikleri maddelerden (EMD, EMD / PGA, PGA ve pozitif kontrol grubu
olarak klorheksidin) en iyi antibakteriyel etkinin propilen glikol aljinatin tek basina
kullanildig1 grupta oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular, periodontal agidan saglikli
bireylerde yapilan baska bir antibakteriyel arastirma sonucuyla da ortiismektedir (164).
Bu calisma sonuglarina goére arastiricilar, EMD’ nin antibakteriyel etkisinin, iginde
bulundurdugu tasiyicidan (PGA) kaynaklandigini sdylemektedirler. Ancak propilen

glikol aljinatin bu etkiyi nasil sagladigina dair ¢aligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Yapilan c¢aligmalarda, EMD’ nin periodontal fibroblastlar1 etkileyerek
rejenerasyon sagladigi belirtilmis (41, 110), hatta rejenerasyonun olusum sirasina gore,
ortamda bulunan hiicrelerin degisik zamanlarda farklilagtig1 gézlenmistir (128). Ayrica,
EMD’ nin osteoblast (121, 165) ve hiicresiz sement (107) olusumuna katkis1 da
bilinmektedir. Olusan kemik hiicreleri, sert doku yapimim saglarken, EMD sayesinde
osteoklast olusumuyla kemik sekillenmesi miimkiin olmaktadir (166). Boylece,
periodontal doku ve kemiki¢i defektlerinin tamiri ig¢in gereken yapilar, EMD etkisiyle
olusmaktadir. Bu biyomateryelin uygulandigi periodontal defektli vakalarda, kemik
kazanim oranlarinin bagarili bulunmasi bu durumu desteklemektedir (110, 123). EMD’
nin, yara iyilesmesinin temel gostergesi olan yeni damar olusumuna, direkt ve indirekt
yollarla (167) katk:i sagladigini gosteren ¢aligmalar da vardir (113). Ayrica osteoblast
hiicreleri kadar odontoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini saglayarak (168), dentin benzeri
sert doku olusumuna da katilmaktadir (161,157). Goriildiigii gibi EMD, ister karsilastig
hiicre i¢in bir matriks gorevi gorsiin (111, 134) ister sahip oldugu biyoaktif molekiillerle
(43, 44, 128) etkili olsun; bulundugu ortamda hiicre atagsmani, yayilimi, proliferasyonu

ve biiylime faktorlerinin sentezi gibi olumlu etkiler yaratabilmektedir. Ayrica
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periodontal ligament hiicrelerinde rejeneratif cevabi tetikleme 6zelligine sahip olmasi

onu degerli kilmaktadir (111).

2.3. REJENERATIF TEDAVILERDE MINERAL TRiOXIDE AGGREGATE
(MTA) ve KALSIYUM HIDROKSITIN KULLANILMASI

1920 yilinda ilk kez Hermann tarafindan, Calxyl (Otto & Co., Frankfurt,
Germany) adi altinda dis hekimligine tanitilan kalsiyum hidroksit pati, glinimiizde hala
antibakteriyel etkisi ve sert doku olusturma oOzelligi nedeniyle, pulpa dokusunun
uyarilmasi ve periapikal doku tamirinde kullanilmaktadir (169). Kalsiyum hidroksitin
kimyasal yapisi, dogada bulunan CaCOj3’ 1n yiiksek derecelerde 1sinmasi ile aciga ¢ikan
kalsiyum oksit ve karbondioksitle saglanmaktadir. Suyla temas eden kalsiyum oksit,
beyaz renkli kokusuz bir toz olan kalsiyum hidroksiti meydana getirmektedir. Cvek’ e
gore, kalsiyum hidroksitin, pulpa dokusu iizerindeki olumlu etkisinin anlasilmasi,
1930’1u yillara rastlamakta ve hala sert doku depozisyonunu saglayan en iyi materyel
olarak giincelligini korumaktadir (169). Toz, pat ve siman olarak farkli formlari bulunur
(169, 170). Kalsiyum hidroksitin esas etkisi, Ca® ve OH  iyonlarindan
kaynaklanmaktadir (171). Iyon salinim siiresini etkileyen uygun bir tasiyici ile
kullanildig1 zaman, uygulandigi amaca gore degisik etkiler gostermektedir (172). Pat
formlar1 kok kanal igerisine daha kolay uygulanirken, baz ve katalizor gibi iki ayr1 patin
karistirllmasiyla elde edilen Dycal gibi simanlar, iceriklerindeki bazi maddeler

sayesinde sertleserek vital tedaviler igin daha uygun olmaktadir (173).

Kalsiyum hidroksit preparatlarindan biri, Dycal’ dir. Dycal, L. D. Caulk Co.
(Milford, DE) tarafindan gelistirilen, ana icerigini kalsiyum hidroksitin olusturdugu bir
preparattir. Ik olarak 1962 yilinda piyasaya siiriilmiistir (173). Baz kisminda
plastiklestirici (ethyltoluene sulfonamide) katki maddesi bulunduran bu kalsiyum tuzu,
ayn1 zamanda ideal bir kok kanal dolgu maddesi 6zelligi tasimakta (174), ancak hizli
sertlesme zamani, kok kanalina uygulanmasini zorlagtirmaktadir (175). Caulk
firmasinin, dycal pati ilizerinde bu sebeple yaptigi degisiklikler, sertlesme zamanini
uzatarak, uygun bir kok kanal pati yaninda (175), istenilen formda kuafaj materyeli

ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Dycal’ in piyasaya c¢iktigi ilk giinden itibaren
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iceriginde bu sekilde degisiklik yapilmasi, ¢ok farkli formiillere sahip preparatlarin
piyasada bulunmasmi saglamistir. Ornegin; icinde bulunan plastiklestirici madde
miktarmin arttirtlmasi, Dycal’ in daha kirilgan hale gelmesine sebep olmustur (175).
Ayrica sertlesen tip kalsiyum hidroksit preparatlarin bilesiminde bulunan farkli madde
ve oranlar, bu preparatlarin suya afinitesini degistirerek pulpada farkli yanitlarin ortaya
cikmasini saglamaktadir (173). Ozellikle Life ve Dycal gibi sertlesen kalsiyum hidroksit
simanlari, restorasyon amaciyla kullanilan asitleme isleminden etkilenmektedir (176).
Simanlarin olumsuz 6zelliklerini gidermek amaciyla yapilan degisikliklere glinlimiizde
en iyi 6rnek, Dycal’ m zaman igerisinde ¢dzliinmesini dnlemek (177) ve dayanikliligini
artirmak amaciyla, yapisina polimer (urethane dimethacrylate) (178) ilave edilmis
formlarimin piyasaya siiriilmesi olarak sayilabilir (173). Kalsiyum hidroksitin bu yeni
formlarmin asit karsisinda direncinin  arttigi ve dentine baglanma gosterdigi

bildirilmistir (179).

Dycal’ m alkalen 6zelligi, saf kalsiyum hidroksitten daha azdir (180). Buna
ragmen, Isermann (181), dycal’in sahip oldugu bakteriyostatik etki nedeniyle pulpa
dokusunda 1iyilesme gosterdigini ve bu sayede acgiga ¢ikmis pulpanin canliligini

stirdiirmesini sagladigini bildirmistir.

Kalsiyum hidroksitin, olumlu etkileri yaninda klinik kullanimda ciddi
enflamatuar reaksiyona sebep olmasi ve rejeneratif Ozelligininin bulunmamasi
arastiricilar1 alternatif materyel arayisina sokmustur. MTA’ nin hiicreler iizerindeki
olumlu etkisi (182) yaninda pulpa dokusuyla karsilastigi anda biyolojik aktif maddelerin
salmmmini  tetikleyerek (183) bariyer olusturmasi, kalsiyum hidroksit yerine

kullanilmasin1 saglamaktadir.

MTA iginde, bizmut oksit (184), silikon dioksit ve kalsiyum oksit bulunduran
portland sementin modifiye bir formudur (185, 186). Ilk kez 1995 yilinda Torabinejad
tarafindan tanitilmistir. Beyaz ve gri olmak tizere iki farkli formu bulunmaktadir. Beyaz
MTA, gri formunun iginde yer alan ve esas rengini veren, aluminoferrit isimli
maddeden yoksundur (185). Yapilan ¢alismalar, pulpa hiicrelerinin canlilig1 tizerinde
beyaz ve gri formlarinin ayn etkiyi yaptigimi gostermektedir (187). MTA esas olarak,

kok kanal sistemi ile kok cevresi dokular arasinda sizdirmazligi saglamak amaciyla
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hazirlanmistir  (188). Ancak, aciga ¢ikmis pulpa dokusunun MTA ile oOrtiilmesi
sonucunda, daha az bir enflamatuar yanitla sert doku olusumunun gézlenmesi, MTA’
nin pulpa kuafaji i¢in kalsiyum hidroksite alternatif olabilecegini diisiindiirmiistiir (189,
190, 191, 192). MTA, pulpa kufaji, kdk perforasyon tamiri (193, 194, 195) ve kdk ucu
dolgusu (196, 197, 198) olarak kullanilmaktadir. Son yillarda rejeneratif endodontik
tedavide, stirmiis ancak gelisimini tamamlamamis nekrotik pulpali daimi dislerin tek

seanslik apeksifikasyonunda da tercih edilmektedir (199).

MTA ile benzer fiziksel 6zelliklere ve hareket mekanizmasina sahip portland
sementin (200, 201), periapikal lezyon bulunduran agik apeksli dislerde apikal tikag
olarak kullanildig1 bir vakada, lezyonun iyileserek, kok uzunlugunun normale eristigi
bildirilmistir  (202). MTA’ nm, retrograd yoldan kullanilmas1 ile, pulpa
proliferasyonundan ¢ok, pulpa dokusu igindeki hiicreleri ve osteoblastik aktiviteyi
uyararak bariyer olusturdugu gozlenmektedir (182, 183, 199, 203). Hatta in vitro bir
calismada, periodontal fibroblastlari uyardigi, boylece bazi biiyiime faktoérlerinin (BMP-
2 ve TGFBI1) salmimini saglayarak periapikal doku tamiri tizerindeki biyolojik etki

mekanizmasinin agiklanabilecegi ifade edilmektedir (204).

Basma dayaniminin yetersizligi ve uzun sertlesme zamani, MTA’ nin restoratif
dolgu maddesi olarak tercih edilmesini 6nlemektedir (184). Endodontik sealer olarak,
primer monobloklara drnek gosterilen MTA’ nin yapilan ¢alismalarda, dentin kanallarina
baglanma yapmadigi, ortamda bulunan dentin lenfi sayesinde meydana getirdigi
kristallerin ¢okmesiyle, dentin dokusunu ortiiledigi vurgulanmaktadir (205). Ayrica
MTA ve kalsiyum hidroksitin kdk dentinin yapisina etkilerinin arastirildig bir ¢aligmada,
her iki materyelin de dis kokiinde zayiflamaya yol actig1 belirtilmektedir. Arastirici, bu
durumu, materyellerin sahip oldugu alkalen &zelligin, dentinin protein yapisinda
¢okmeye neden olmasiyla agiklamaktadir (206). Bu sebeplerle kok kanal dolgusu olarak
tercih edilmeyen materyelin, kok dentinine uyumunu gelistirmek amaciyla c¢alismalar
yapilmaktadir. Igerisine gesitli oranlarda polimer eklenerek, kék kanal dolgusu olarak
kullanilmasinin amaclandigi bir calismada, MTA’ nin suyla temasi sirasinda ortaya ¢ikan
kimyasal bilesenlerin degismedigi ve radyoopasite, akicilik ve yeterli film kalinliginin

saglanmasi ile uygun bir kok kanal dolgusu haline geldigi belirtilmektedir (207).
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Kullanilan materyellerin hiicreler tizerindeki olumsuz etkisi ne kadar az olursa,
hasta giivenligi o kadar fazla olmaktadir. MTA’ nin hiicreler iizerinde herhangi bir
toksik etkisinin bulunmamasi klinik kullanimda kalsiyum hidroksite avantaj
olusturmaktadir (182). Oyle ki MTA’ nin analjezik 6zelliginin arastirildig1 bir hayvan
calismasinda sinir dokusuna dahi herhangi bir irritan etkisinin olmadigr belirtilmistir
(208). Torabinejad (184), tarafindan yapilan bir ¢alismada, kék ucu dolgusu olarak,
kopek dislerinde kullanilan MTA’ nin, enflamatuar yanit olusturmadigi gézlenmistir.
Bu sonug histolojik goriintiilerin incelendigi baska bir hayvan ¢alismasinin bulgulariyla
da ortigmektedir. Elde edilen bulgulara gore, retrograd dolgu olarak kullanilan MTA’
nin enflamatuar reaksiyona sebep olmadigi, hatta onun etkisiyle kok ucu g¢evresinde
olusan yeni sementin, eskisiyle baglanti yaptig1 gézlenmistir (197). MTA ve Dycal’1n,
hiicrelerin canlilig1 {izerine etkilerinin arastirildigi bir bagka c¢alismada, Dycal’ m
oldukca toksik oldugu ve uygulamadan 72 saat sonra neredeyse tiim hiicrelerin 6ldiigi
bildirilmistir. Buna karsin, MTA’ nin hiicrelerin canlilig1 iizerinde herhangi bir olumsuz
etkisi tespit edilmemistir (182). Kalsiyum hidroksitin sahip oldugu yiiksek pH degeri,
hiicreler {izerindeki olumsuz etkisini ag¢iklamaktadir (168) MTA da, ilk 24 saat
icerisinde pH degerinin yiikksek olmast nedeniyle hiicre besiyerinde protein
denatiirasyonuna sebep olarak hiicre canliligin1 olumsuz etkilemektedir. Ancak
kalsiyum  hidroksit etkisinin aksine sertlesmesini takip eden siirelerde
biyouyumlulugunun ve hiicre canliliginin arttig1 belirtilmektedir (204). Kuratate (183),
kalsiyum hidroksitin islemler sirasinda ciddi bir enflamatuar reaksiyon baslattigini,
MTA’ nin kostik etkisinin ise kalsiyum hidroksite oranla ¢ok daha az oldugunu
bildirmistir. Oyle ki agriya sebep olmak yerine agri kesici ozelligini gosteren bir
calisma da bulunmaktadir. Orofasyal agrinin yaratildigi bu hayvan ¢alisma modelinde,
MTA’ nin 6jenole gore daha etkili bir analjezik oldugu vurgulanmakta, yazar bu sonucu
endodontik tedavi sonrasinda karsilasilan postoperatif agrinin baskilanmasi agisindan

anlamli bulmaktadir (208).

Gelisimini tamamlamamis devital bir daimi diste, kalsiyum hidroksit
kullanilarak apikal bariyer olusumuyla iyilesmenin saglanmasi, ilk olarak 1960’ I
yillarin sonuna rastlamaktadir (209). O yillarda yapilan tedavilerde, kullanilan
materyellerden beklenen iyilesme kriterleri ile glintimiizdekiler, birbirinden oldukga

farklidir. Ornegin; kalsiyum hidroksitin disler iizerinde uzun siireli uygulanmasindan

30



kaynaklanan olumsuz etkiler yerine, MTA’ nin tek seansla periapikal doku tamirini

saglamasi, kalsiyum hidroksite alternatif olusturmaktadir (199).

Huang’ m ilgili makalesinde (59), gelisimini tamamlamamis, kok ucu agik
devital bir daimi diste, apeksifikasyon saglanmasi amaciyla, kalsiyum hidroksit yerine

neden MTA’ nin tercih edildigi su maddelerle ifade edilmektedir:

1. Kalsiyum hidroksitin, apeksifikasyon tedavisinde kullanilarak apikal bariyer
olusumunun saglanmasi, hastanin yasi ve disin durumu ile orantili olarak uzun
zaman (20 ay) almaktadir

2. Uzun siireli muayenehane ziyareti hasta i¢in hos olmayan ani, klinik iginse
istenmeyen masraf demektir

3. Kalsiyum hidroksitle uzun siireli apeksifikasyon tedavisinin yapilmasi, digin

kirilma ihtimalini arttirmaktadir

Kalsiyum hidroksitin sert doku olusturma 6zelligi hem vital pulpa tedavileri hem
de gelisimini tamamlamamis devital dislerin iyilesmesini saglamasi agisindan
onemlidir. Ancak 2000’ 1i yillarin bagindan itibaren dis pulpasi ile iliskili kok hiicrelerin
tespiti (1), uygulanan rejeneratif tedavilerde, kok kanal boslugunda apikal bariyer
olusumundan ¢ok, yeni ve canli bir dokunun varligimi gerektirmektedir. Kalsiyum
hidroksitin, kok kanal boslugundaki dokuyla direkt temasi, bu boslugu doldurabilecek
sert doku olusumunu sagladigi (210) ve diferansiye olmamis mezankim hiicrelerinin
indiiklenerek odontoblastlara farklilasmasini saglayan Hertwig epitel kok kininin
(HERS) parcalanmasina neden oldugu (211) igin rejeneratif endodontik tedavide
onerilmemektedir (59). Baslangicta MTA uygulamasimin tedavi siiresini kisaltacagi
(199) ve hasta tlizerinde daha az komplikasyona sebep olacag diisiincesi varken su anda
MTA’ nin koronal tikag olarak tcli antibiyotik bilesimiyle
(Metranidazol/Minosiklin/Siprofloksasin) kullaniminin rejeneratif tedavi i¢in daha
uygun olacagi diistincesi yaygindir (59). Bu yontemde, uygulanan tedavi siiresinin kisa
olmasi yaninda kok kalinlik ve uzunlugunun normal seviyesine ulagmasi da (212),
kalsiyum hidroksiti ikinci plana atmaktadir. Hatta MTA’ nin kok - ucu dolgusu olarak
kullanildig1 vakalarda, kemigi indiikleme 6zelligi ile periodontal doku ve kdk kanal

boslugu arasinda semental bariyer olusumuna sebep olmasi (213), rejeneratif tedavi
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yaklasimina ters diismektedir. Ancak herhangi bir kanal aleti kullanmadan,
dezenfeksiyona oncelik verilerek MTA’ nin ortograd olarak yerlestirildigi yeni tedavi
yaklagiminda, {i¢lii antibiyotik kullanimina gerek olmadan pulpa rejenerasyonunun kok

gelisimiyle birlikte tamamlandigini gésteren ¢alismalar da vardir (214)

“Revitalizasyon” ve “Revaskiilarizasyon” terimleri, rejeneratif endodontik
islemler sonucunda, gelisimini tamamlamamis, devital disler iizerinde olusan durumu
anlatmak i¢in yakin zamanda ortaya atilan kavramlardir. Huang (59), temizlenmis kok
kanal boslugunda yeni ve canli bir doku olusumunu, revitalizasyon olarak
nitelendirmektedir. Kanal boslugunu baglanti dokusunun doldurdugu ve periapikal
reorganizasyonun gozlendigi, pulpasi olmayan kok ucu agik dislerdeki iyilesmeler icin
“Revitalizasyon” ifadesinin kullanildigin1 gosteren bir arastirma da vardir (215). Canli
pulpa dokusunun olusumu ve kok gelisimi, apikal papilla ve Hertwig epitel kok kini
varliginda olmaktadir. Bu dokularin kaybedildigi, gelisimini tamamlamamis enfekte bir
diste, kok kanal boslugu sement, periodontal ligament ve kemikle dolar (59, 212, 216).
Wang (212), bu durumu, doku rejenerasyonundan ¢ok, yara iyilesme prosediirii olarak
tanimlamaktadir. Revaskiilarizasyon ise periradikiiler enfekte dislerde dahi var oldugu
diistiniilen apikal papilla kok hicrelerinin, pulpa nekrozunu iyilestirerek pulpa
dokusunun rejenere olmasini saglamasidir (59). Periradikiiler abseye ragmen canli kalan
pulpa dokusunun varligi, apikal kism1 oldukca genis olan disteki kan destegi ile saglanir
(216). Bu tedavi seklinde apikal papilla kok hiicrelerinin canli olarak korunmasi ¢ok
onemlidir. Bu hiicrelerin canlilifi ancak kdk ucundan kaynaklanacak kan akimu ile
saglanabilir (210). Bu amagla yapilan c¢alismalarda, herhangi bir kanal aleti
kullanilmadigi, enfeksiyon kontroliiniin ise {glii antibiyotik kombinasyonuyla
saglandigini gormekteyiz (216, 217, 218). Canli olarak korunduguna inanilan dis
pulpasi ve apikal papilla hiicrelerinin dis ortamdan ¢ok iyi izole edilmesi, bu tedavi
yaklagiminin ikinci ve onemli bir basamagidir. Bu amagla kalan pulpa dokusuna
adaptasyonu ve biyouyumlulugu iyi oldugu diisiiniilen MTA, boyle bir disin pulpa
simirma yerlestirilmektedir (214). Ayrica MTA’ nin pulpa hiicrelerinde proliferasyona
sebep olmasi da tercih edilmesini saglamaktadir (219). Ancak tedavinin baslangig
asamasinda hastalar1 huzursuz eden klinik bulgularin (perkiisyon-palpasyon) giderilmesi

amaciyla yine kalsiyum hidroksitten yararlanildigin1 gérmekteyiz (216, 217).
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Rejeneratif tedavide, mikroorganizmalarin ortamdan uzaklastirilmas1 da
onemlidir. Cvek (220), pulpa revaskiilarizasyonunun basarisini/basarisizligini, pulpa
boslugunda bulunan bakterilerle iliskilendirmektedir. Bilindigi gibi steril pulpa
varliginda kok gelisimi normal siirinda olmaktadir. Bakterilerin elimine edildigi
gelisimini tamamlamamis enfekte devital bir diste, disin i¢inde bulundugu hastalik
evresine gore sahip oldugu (pulpa dokusu, apikal papilla hiicreleri, HERS, periodontal
ligament, sement, kemik) yapilar, kok kanal boslugunun dolmasina ve kdk gelisimine
imkan tanimaktadir (59). Aviilse olmus dislerin, topikal antibiyotik kullanimi ile
replantasyonu sonucundaki, canlilik oranlarinin arastirildigi bir hayvan calismasinda,
minosiklinin olduk¢a basarili bulunmasi da bu sonucu desteklemektedir (221).
Kalsiyum hidroksit, sahip oldugu yiiksek pH degeri ve OH" iyon salinimiyla, ortamda
bulunan mikroorganizmalar tizerinde etkili olarak (222, 223), apikal bariyer olusumunu
saglamakta ancak kok kanal boslugunu tikayabilecegi diislincesiyle tercih
edilmemektedir. Ancak tim bu olumsuzluklarmma ragmen, rejeneratif tedavilerin
baglangi¢c asamasinda var olan klinik bulgularin giderilmesi amaciyla, yine kalsiyum
hidroksitin kullanildigin1 gormekteyiz (216). Ara seans dezenfeksiyonunun kalsiyum
hidroksitle saglanmasinin ardindan, MTA ko6k kanalinin koronal kisminda tikag olarak
kullanilmaktadir (214, 224). Tasidigi propilen glikol aljinat sayesinde antibakteriyel
etkisi kanitlanmig olan EMD’ nin (163, 164) revaskiilarizasyon / revitalizasyon

tedavisinde kullanilarak rejeneratif etkinliginin aragtirilmasi da yerinde olur.

2.3.1. MINERAL TRIOXiDE AGGREGATE (MTA) ve KALSIYUM
HIDROKSITIN PULPA-DENTIN KOMPLEKSI UZERINE ETKILERININ
KARSILASTIRILMASI

Aciga cikmis pulpa dokusunun Ortiilmesi i¢in kalsiyum hidroksite alternatif
olusturabilecek baska materyellerin karsilastirmali ¢aligmalar1 hala devam etmektedir.
Kalsiyum hidroksitin, her ne kadar ¢6ziintirligiinii azaltmak ve dayanikliligini arttirmak
icin gelistirilen formiilleri piyasaya siiriilse de, uzun déonemde kuafaj materyeli olarak
yetersiz kaldig1 diisiiniilmektedir. Bu amagla resin bazli kompozit sistemleri, ¢inko oksit
6jenol, cam ionomer simani, rezin adezivler (147), hidroksiapatit kristalleri (148, 149),
trikalsiyum fosfat ve mineral trioxide aggregat — MTA (150) gibi materyeller

denenmektedir. Hatta resin bazli kompozit sistemlerin (ACSs) &zellikle mikrosizinti
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acisindan daha avantajli oldugu, ancak uzun donem c¢alismalarla desteklenmesi
gerektigi belirtilmektedir (225). Self — etching adeziv sistemle dycal’ 1n karsilastirildigi
bir bagka ¢alismada ise, adeziv sistemin pulpa dokusuna uyumunun ve adaptasyonunun
daha basarili oldugu ancak reparatif dentin meydana getirme kapasitesinin Dycal’ a gore
zayif kaldig1 ifade edilmektedir (226).

Kalsiyum hidroksitin hem saf, hem de sertlesebilen formlari, pulpa dokusu
tizerinde sizintityr Onleyemese bile, sahip oldugu OH™ iyonlarimin yardimiyla
enfeksiyonu baskilamaktadir (225). Mikroorganizmalarin bulundugu bir ortamda,
kullanilan materyelin enfeksiyonu kontrol altina alabilmesi, degerini arttiran bir
Ozelliktir. Ancak ayni maddenin bakteriler iizerinde istenen etkisi, canli dokuya
zararinin sinirlanmasint gerektirmektedir. Bu da arastiricilari, benzer etkileri gosteren
baska materyel arayisina itmistir. Daha 6nceden de belirtildigi gibi pulpa dokusunun
MTA ile ortiilmesi sonucunda, daha az bir enflamatuar yanitla sert doku olusumunun
gbzlenmesi, MTA’ nin pulpa kuafaji i¢in kalsiyum hidroksite alternatif olabilecegini
distindiirmtistiir (189, 190, 191, 192). Pulpa kuafajinda MTA kullanilarak, dentin
kopriistiniin olustugunu gosteren ¢esitli hayvan calismalar1 vardir. (192). Klinik ve
laboratuar g¢alismasinin birlestirildigi bir fare c¢alismasinda, MTA ile olusan dentin
kopriisiintin, kalsiyum hidroksitle olusanin aksine, agiga c¢ikmis pulpa dokusunun
tamamen izolasyonunu saglayacak sekilde, dentin duvarlarina adapte oldugu ifade
edilmektedir (227). Nair (192), insan disleri tizerinde dycal ve MTA” y1 kullanarak
yaptig1 calismasinda, MTA ile olusan dentin kopriisiinin daha kompakt yapida
oldugunu vurgulamistir. Nair ayrica kalsiyum hidroksitin, pulpa dokusunda akut ve
kronik enflamasyona sebep oldugunu ve olusturdugu sert doku bariyerinin tiinel
defektleri i¢erdigini, yaptig1 histolojik incelemeye dayanarak ortaya koymustur. MTA’
nin enflamasyonda kilit rol oynayan prostoglandini (PGE2) etkileyerek, dentin kopriisii
olusumuna katildigi belirtilmektedir (228). Bu durum belki vital pulpa tedavilerinde
MTA’ nin, antienflamatuar etkisini agiklamaktadir. Silva (229), MTA ile temasta olan
pulpa dokusundaki antienflamatuar reaksiyonu, sitokin salinimiyla iliskilendirmektedir.
Prostoglandinin sadece enflamatuar reaksiyonda rol almadigi ayni zamanda hiicre
proliferasyonu, rejenerasyonu ve biiyiimesiyle de ilgili oldugu belirtilmektedir (230).
Ayrica MTA ve kalsiyum hidroksitin hazirlanmasin1 takiben ortaya ¢ikan pH

degerlerinin, aciga ¢ikmis pulpa dokusundaki enflamatuar reaksiyona etkisi goz ardi
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edilmemelidir. Hatta materyellerin sahip oldugu pH degeri, meydana gelen sert doku
bariyerinin morfolojisi ve lokalizasyonunu belirlemektedir (231). Kalsiyum hidroksitin
nekrotik tabaka olusturarak hiicreleri indiiklemesinin aksine, MTA’ nin hiicrelerle direkt
temasinda olumlu etkisinin bulunmasi, dokuyla uyumlulugu agisindan bir avantajdir.
Ancak tamir dentini olusumunda, hiicrelere etki mekanizmasinin anlagilmasi igin
calismalar hala devam etmektedir. Kuratate ve ark. (183), MTA ile ortiilenen pulpa
dukusundaki reparatif dentin olusum mekanizmasinin, kalsiyum hidroksitin hiicreler
tizerindeki etki mekanizmasiyla benzerlik gosterdigini belirtmektedir. Bilindigi gibi
kalsiyum hidroksit, olusturdugu nekroz tabakasi sayesinde hiicrelerin uyarilarak go¢
etmesi, ¢ogalmasi ve farklilasmasini saglamaktadir (160). Odontoblast hiicresine
farklilasan pulpanin Oncii hiicreleri, matriks sentezi ve mineralizasyonu ile dentin
benzeri sert dokuyu olusturmaktadir (183). MTA ise, a¢iga ¢ikmis pulpa dokusu
tizerinde Once kristalin bir yap1 olusturmakta, bunun pulpa tarafina bakan kisminda ise
fibronektinden zengin bir tabaka meydana getirmektedir. Bu tabaka sayesinde kok
dentininden biiylime faktorlerinin salinimi ile sert doku olusumu saglanmaktadir (232).
Aslinda kalsiyum hidroksit ve MTA’ nin ortamda yarattig1 alkalen ozellikle, biiytime
faktorlerinin salinimini sagladigi da belirtilmektedir (232).

Gelisimini tamamlamadan alinmis jerm halindeki 20 yas dislerinin biitiiniiyle
kullanildig1 in vitro bir c¢aligmada, kalsiyum hidroksit ve MTA’ nin reperatif
dentinogenesisteki etkinligi incelenmis. Her iki materyelin de agiga ¢ikmus pulpa
dokusu iizerinde osteodentin yapida mineralize bir saha meydana getirdigi tespit
edilmistir. Ancak MTA’ nin olusturdugu yapi, uygulamadan c¢ok kisa bir siire sonra,
pulpa dokusuna oldukg¢a yakin bir yerde, kalsiyum hidroksitin etkisiyle olusana kiyasla
daha ince, homojen ve lokalize olarak meydana gelmistir. Arastiricilar MTA’ nin daha
erken asamada ortaya ¢ikan bu etkinligini, biyouyumluluguna ve kalsiyum salgilama

ozelligine baglamaktadir (233).

Glinlimiize dek yapilan ¢aligmalarda, dentin kdpriisiiniin olusumu, agiga ¢ikmis
pulpa dokusunun korunmasi igin yeterliydi (234). Ancak rejeneratif endodontik islemler
adr altinda yapilan son dénem ¢alismalarda, kismen veya tamamen canliligini yitirmis
pulpa dokusunun proliferasyonu, hatta yeniden olusumu saglanmaya ¢alisilmaktadir. Bu

durumun saglanabilmesi, tercih edilen materyeller kadar pulpa iginde bulunan ve
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rejenerasyona yatkin olan kok hiicrelerin uyarilmasiyla da iligkilidir. Geligimini
tamamlamamis, enfekte non-vital dislerde pulpa revaskiilarizasyonu ve kok gelisiminin
tamamlanmas1 i¢in apikal papilla ve dis pulpasi kok hiicrelerinin etkinliginden soz
edilmektedir (58, 210). Bu rejeneratif yontemden yola ¢ikarak, kanal aleti
kullanmaksizin, dezenfeksiyonun onemsendigi, kok kanalinin mine — sement sinirina
kadar olan 4mm’ lik kisminin MTA ile dolduruldugu, tedavilerde (214, 224), kok
gelisiminin normal siirinda olmasi bu sonucu desteklemektedir. Bu sebeple giiniimiizde,
vital pulpa tedavilerinde de, oncii hiicrelerin uyarilmasi i¢in arastiricilar Sement yapisinda
materyeller yaninda bazi biyoaktif molekiiller denemektedir. Ornegin TGF- p,
antienflamatuar sitokin salinimini baskilayarak (129) hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda
etkin rol oynamaktadir (204). Bu molekiiliin bir alt familyasinda bulunan ve kemik,
kikirdak, sement ve periodontal ligament olusumu yaninda dentin kdpriisii olusumunda
da rolii oldugu bilinen bazi proteinlere [Bone morphogenetic proteins-(BMPs)] dair
arastirmalar da bulunmaktadir (97, 204, 235). Bu amagla yapilan bir ¢alismada, MTA ile
BMP-7" nin pulpa dokusu iizerindeki etkileri karsilagtirilmistir. Sonugta MTA ile
olusturulan sert dokunun, BMP-7 ile olusturulana oldukc¢a benzedigi tespit edilmistir.
Ancak biliylime faktori etkisiyle meydana gelen doku, kemik benzeri morfoloji
gostermektedir. (35). Baska bir biyolojik materyel olan BMP-2’ nin pulpa dokusunda
bulunan hiicrelerin odontoblastlara farklilagsmasinda daha etkili oldugu diistiniilmektedir
(15, 236). BMP- 2 ve BMP — 4’ iin kopek disleri lizerinde amputasyon tedavisi i¢in
kullanildig1 bir ¢alismada, her ikisinin de kollagen matriks i¢inde taginarak, agiga ¢ikmis
pulpa dokusu iizerinde osteodentin yapimini basarili sekilde uyardigi gozlenmistir (97).
Bu calisma sonucu, yine kollagen matriks iizerinde taginarak amputasyon tedavisi i¢in
maymun diglerinde kullanilan BMP — 7 (OP1)’ nin ortaya ¢ikardigi yapi ile benzerlik
gostermektedir (235). Kuratate (183), tamir dentini olusumunda, osteopontin
molekiiliiniin agiga ¢ikmis pulpa dokusu ile yiizeysel nekroz tabakasi arasinda
depolanmis olmasini, reparatif dentinogenezi baslatmasina baglamaktadir. MTA’ nin
mineralizasyona olan etkisinin degerlendirildigi fareler iizerinde yapilan bir bagka in
vitro ¢alismada, MTA’ nin etkisiyle BMP-2 saliniminin arttigi gézlenerek, tamir dentin
olusumundaki etkinligi vurgulanmistir (182). Kullanilan biyolojik materyeller kadar, kok
hiicrelerin hareket mekanizmasinin ¢oziilmesi de tamir olayinin daha anlasilir olmasini

saglayacaktir. Simon (227), genetik yapisi degistirilmis fare modelinin pulpa kuafajinda
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kullanilmasiyla, reparatif mekanizmanin hiicresel ve molekiiler diizeydeki aktivitesinin

anlasilmasina 1sik tutacagina inanmaktadir.

Pulpa dokusunun cevabinda, yine bir biyolojik aktif molekiil olan EMD ile MTA
ve kalsiyum hidroksitin karsilastirmali kullanildigi ¢alismalar vardir (122, 157, 158,
159, 161, 237). Nakamura (237), Dycal ve EMD’ i pulpotomi amactyla kullandig1 bir
hayvan ¢aligmasinda, EMD ile olusan reparatif dentinin, temas ettigi pulpa dokusu ve
kok dentininde herhangi bir degisiklik meydana getirmeden daha fazla miktarda
olustugunu belirtmektedir. Bu ¢alismada ayrica Kkalsiyum hidroksitin kok kanal

boslugunun daralmasina sebep oldugundan bahsedilmektedir.

Kalsiyum hidroksit olusturdugu nekrotik tabaka (160) ile etki saglarken; MTA
hiicreleri indiikleyerek 6zel proteinlerin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir (182, 232).
Emdogain ise hem sahip oldugu molekiiller (43, 44, 128) hem de hiicreleri uyararak
(111, 134) salimmini sagladigi maddelerle pulpa cevabi olusturmaktadir. EtKi
mekanizmasi ne sekilde olursa olsun, bu ii¢ materyel vital pulpa tedavilerinde basari ile
kullanilmaktadir. Hatta EMDOGAIN ve MTA’ nin karistirilarak kullanildig: bir ¢calisma
sonucunda elde edilen bulgular, jel formunda olan bu materyelin taginma sorununu da

ortadan kaldirmaktadir (158).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. JERM HALINDEKI INSAN 20 YAS DISLERINDEN ALINAN KOK
HUCRELERIN KULLANILMASI:

Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii tarafindan gelisimini
heniiz tamamlamamis 20 yas dis jermlerinden izole edilip, karakterizasyonu yapilarak

dondurulan hiicreler, boliimiin izni ile ¢alismaya dahil edildi (yas araligi 11-17) (54).

Kok hiicrelerin iginde dondurulmus halde bulunan tiipler, 37°C’ deki suyun
icinde hafif bir calkalama hareketiyle ¢ozdiriildii. Hiicreler, donmasini saglayan ortam
stvisinin uzaklastirilmasi igin biiylime besiyeriyle yikandi. Supernatant uzaklastirilds,
tekrar bliylime besiyerine kondu ve 500 gram’ da 5 dakikalifina santrifiij edildi.
Dondurulmus ve tekrar ¢ozdiiriilmiis bu hiicrelerin canliligi, standart trypan boyasi® ile

tespit edildi.

Canlili1 yeterli bulunan hiicreler, icerisinde %10 fetal bovine serum (FBS)?,
%1 penisilin — streptomisin - fungizon (PSF) karigim:® (5,000 units/ml penisilin ve
50pug/ml streptomisin - 20ml), 2mM L-_glutamin® bulunan besiyerine (DMEM -
Dulbecco’ s modified eagle medium, low glucose 500ml - 1X)5, konularak 37 °C’ de
%5 CO2, % 95 atmosfer basincina sahip, nemli inkiibatorde bekletildi (1, 120). Kok
hiicrelerin, ¢ogalmalar1 151k mikroskobu altinda hergiin takip edildi. Hiicrelerin, yapisip
cogalarak flask ylizeyini % 70-80 oraninda kaplamasiyla pasajlama islemine gecildi. Bu
islemin amaci, kullanilmis olan besiyerlerinden hiicreleri ayirmak ve daha biiyiik
Slgeklerdeki taze besiyerine aktarmaktir. Hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu® (1x)
kullanilarak kaldirild1 ve pasajlanarak yeni flasklara aktarildi. Bu olay istenilen pasaj

diizeyine gelene kadar siirdiirtildii (48).

! Standart trypan boyasi, T8154 Sigma Trypan Blue solution
2 Fetal bovine serum, Sigma Aldrich F0926 — 100ml

* PSF, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

* L-glutamine, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

> DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

® Tripsin-EDTA soliisyonu, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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3.2. COGALMA DENEYI;

3.2.1. MATERYELLERIN HAZIRLANMASI:

Cogalma deneyi i¢in materyallerden Oncelikle Mineral Trioxide Aggregate
(ProRoot MTA)’ ve kalsiyum hidroksit bazli siman (Dycal)® hazirlandi. Toplam 7 grup
olusturuldu ve 96 bolmeli plak9 kullanildi. Negatif kontrol grubu olarak hiicre kiiltiir
plagi- HKP(-), pozitif kontrol grubu olarak ise %20 lik DMSO™ kullamild:.

Grup: MTA

Grup: MTA+ EMDOGAIN™

Grup: DYCAL

Grup: DYCAL+EMDOGAIN

Grup: EMDOGAIN

Grup: %20 DMSO [ (+) Kontrol grubu ]
Grup: HKP(-) [ (-) Kontrol grubu]

N o a A w Db E

Malzemeler, 96 bolmeli plagin tabanina, yaklasik 2.5 mm yiiksekliginde olacak
sekilde (Resim 8), iiretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda karistirilarak yerlestirildi.
Boylece hiicrelerle temas eden test materyali yiizey alan1 50 mm? olarak hazirlandi.

37°C, %5 CO; ve nemli inkiibatorde 4 giin sertlesmesi i¢in beklendi (238, 239).

Materyellerin sertlesmesini takiben MTA ve Dycal, asetik asit igerisinde
¢ozdiiriilen 200 pg/ ml Emdogain gel (30mg/ml ve 0.7 ml) ile kaplanarak (Resim 9) bir
gece +4 °C’ de bekletildi (120). Kuyucuklarin tabanina hazirlanan materyellerin
donmasim1 takiben, iizerlerine direkt olarak hiicreler kondu. Boylelikle, hiicrelerin
cogalmast ve SEM goriintiilerinin tespiti, materyel iizerinde saglanacakti. Burada
istenen, dis jermi kok hiicrelerinin {izerine Emdogain, MTA ve Dycal veya bunlarin
kombinasyonlar1 koyuldugu zaman, hiicrelerin materyellere cevabinin in vitro olarak

belirlenmesidir

"MTA, Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK, USA
8 Dycal, Dentsply Caulk, Milford, DE

% 96 bolmeli plak, Nunc, USA

1 DMSO, D4540 Sigma Dimethyl sulfoxide

1 EMD, Biora AB, Malmé, Sweden
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Resim 8: Materyallerin kok hiicreler tizerindeki proliferatif etkisinin MTS yontemiyle

saptanmast amactyla MTA ve DYCAL’ in hazirlanmasi1 goriilmektedir.

M M ME ME D D DE DE E E

Resim 9: EMDOGAIN eklendikten sonraki gériintiisii. (M: MTA; ME: MTA/EMD;
D: Dycal; DE: Dycal/EMD; E: EMD)

3.2.2. HUCRE EKIiMi:

Bir gece + 4°C’ de bekletilen kuyucuklardan Emdogain’in sivi  kismi
uzaklastirildi. Laminar flow iginde, kapaklar1 agik bir sekilde bir giin bekletildikten
sonra UV altinda 30 dakika tutuldu. Steril PBS (fosfat tampon soliisyonu)™ ile iki kere
yikandi. Bagka bir plakta bes kez pasajlanmis olan hiicrelerin 10 pul” si, hemositometre
tizerine konarak 1s1tk mikroskobu altinda sayildi. 96 bdlmeli plak ig¢in 3000
hiicre/kuyucuk (120) olacak sekilde, kullanilacak hiicre miktar1 hesaplandi ve ekimi

yapildi (Resim 10). 2 giin siireyle inkiibatorde bekletildi.
M M MEME D D DE DE E E HKP(-) HKP(-)

DMSO

Resim 10: Hiicre ekimi yapildiktan sonraki goriintiisii. M: MTA; ME: MTA/EMD; D:
Dycal; DE: Dycal/EMD; E: EMD; HKP: Hiicre kiiltiir plag: [(-) Kontrol]; DMSO:
(+)Kontrol

12 pBS, GIBCO™ Phosphate-Buffered Saline (PBS) 7.2 (1X); liquid from Invitrogen
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3.2.3. MTS TESTI:

Bu yontem, hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan metabolik bilesenlerin
fonksiyonlarini tespit ederek canliligi ortaya koyar. Hiicrede meydana gelen bir hasar,
hiicrenin hayati fonksiyonu ve biiylimesi i¢in lazzim olan enerjinin saglanmasi ve
siirdiiriilmesine engel olur. MTS™ (3-(4, 5-dimethyl-thiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxy-phenyl)-2- (4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium), mitokondride bulunan enzim
aktivitesini tespit eden bir tetrazolium-tuz bazli kolorimetrik yontemdir. Canli
hiicrelerde bulunan enzimlerin MTS’ 1 formazana indirgemesi ile sar1 renkte olan

soliisyon mor renge dontistr.

% Materyellerle ayn1 besiyerinde 2 giin kalan hiicrelerden, 100 ul aliarak ayr1 bir
96 bolmeli plaga kondu.

< Uzerlerine 10 ul MTS - Metiltetrazolium boyasindan eklenerek 2 saat
inkiibatorde bekletildi (Resim 11).

% Bu siirenin sonunda, formazan olusumuyla ortaya ¢ikan abzorbans degeri, 96-

well plate reader cihazinda'® okutuldu.

M M ME ME D D DE DE E E HKP(-) HKP(-)

DMSO

Resim 11: MTS-Metiltetrazolium boyas: eklendikten 2 saat sonraki hiicrelerin

goruntusu.

¥ MTS, CellTiter96 Aqueous One Solution, Promega, UK
14 96-well plate reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA
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3.3. FARKLILASMA DENEYT;

3.3.1. ODONTOJENIK BESIYERININ HAZIRLANMASI:

Hiicrelerin  odontoblastlara farklilasmasin1  saglamak amaciyla, 50pg/ml
Askorbik asit'®> ve 2mM 2- B-Gliserolfosfat™ kullamldi. Tek bir falkon tiip i¢inde 20 ml
besiyeri kullanilarak hassas terazide olgiilen 10 mg Askorbik asit ve 86.4 mg f-
Gliserolfosfat ¢ozdiiriildi. 24’ lik kuyucuklarin herbirine 50 pl Askorbik asit / -
Gliserolfosfat kondu, kalan kisim da 450 pl besiyeriyle tamamlandi. Bu islem 14 giin

boyunca giinasir1 tekrarland1 (83).

3.3.2. TEST MATERYELLERININ HAZIRLANMASI:

Cogalma deneyinden farkli olarak, bu ¢alismada 4 grup olusturuldu. ilk olarak
MTA fdretici firmanin belirttigi dogrultuda hazirlandi. 24 bolmeli plaga 10 mm
yiiksekliginde yerlestirildi (Resim 12). Boylelikle hiicrelerle temas eden yiizey alan1 200
mm? olarak belirlenmis oldu. Sertlesmesi i¢in 4 giin inkiibatorde bekletildi (238, 239).
MTA’ nin donmasini takiben Emdogain hazirlandi (Resim 13) (120). Materyel
kullanmadan sadece odontojenik besiyeri ile indiiklenen grup, (+) Kontrol grubu-
HKP(+) olarak belirlendi. MTS testinde Dycal’ 1n toksik etkisi tespit edildigi i¢in

farklilasma deneyinde yer verilmedi.

Grup A: MTA

Grup B: EMDOGAIN

Grup C: HKP(+) [(+) Kontrol grubu]
Grup D: (-) Kontrol grubu

MTA MTA MTA MTA
' N’ \ ‘\_‘;/"M

N

Resim 12: MTA, diiretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda hazirlanarak 10 mm

yiiksekliginde yerlestirildi.

1> Askorbik asit, Sigma, Saint-Louis, MO, USA
16 Beta gliserolfosfat, Sigma, Saint-Louis, MO, USA

42



Resim 13: MTA’ nin donmasinini takiben, EMDOGAIN hazirland:.

3.3.3 HUCRE EKiMi:

Her kuyucuga 25.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak, tizeri
450 pl besiyeri ile dolduruldu (Resim 14) (120). Odontojenik besiyeri igeren grup, (+)
Kontrol grubu- HKP(+) olarak belirlendi.

PCR i¢in RNA

izolasyonu yapilacak o
ALP aktivitesi incelenecek

Resim 14: Hiicre ekimi yapildiktan sonraki goriintii. Caligmanin sonunda her gruptan 2

kuyucuk PCR, 2 kuyucuk ise ALP aktivitesine bakmak tizere kullanildi.

3.3.4. GRADIENT POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU ( Gradient PCR):

Bu deneyde, test materyellerinin, hiicrelerin farklilasmasina olan etkisini

degerlendirmek amactyla PCR yapild1.
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PCR - Polimeraz zincir reaksiyonunun asamalari:

3.3.4.1. RNA izolasyonu

3.3.4.2. cDNA sentezi

3.3.4.3. Ana karisimin hazirlanmasi
3.3.4.4. Primerlerin hazirlanmast
3.3.4.5. cDNA’in ¢ogaltilmas1
3.3.4.6. Jelde yiiriitme islemi

3.3.4.1. RNA izolasyon protokolii:

Hiicreler tripsinle kaldirilmadan, ayni kuyucuk igerisinde liziz tampunu ile
pargalandiktan sonra RNA izolasyon islemine baslandi. Bunun i¢in High Pure RNA

izolasyon Kit” i*” kullamldi.

« 100 pl PBS (fosfat tampon soliisyonu) hiicrelerin lizerine koyulduktan sonra,
200ul lysis binding buffer eklendi.

% Ornekler 15 saniye vortexlendi.

« Sonra 6rnekler, RNA izolasyon kitinde bulunan filtre tiibiine alindu.

< 14000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, toplama tiipiindeki
atik dokiilerek filtre tiipli tekrardan toplama tiipii (izolasyon kitinde var) igine
yerlestirildi.

< Bir eppendorf tiip igine 225ul DNA inkiibasyon buffer, tizerine de 25u1 DNAaz
| kondu.

< Sonra bu tip iginden 50 ul almarak her bir tiipe konarak, 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

% Uzerlerine 500 pl wash buffer I kondu. Ve 14000 rpm’ de 30 saniye santrifiij
edildi.

< Toplama tiipiindeki atiklar yeniden uzaklastirildi.

< Filtre tiibli tizerine 500 pl wash buffer II kondu, 14000 rpm’ de 30 saniye
santrifiij edildi.

" High Pure RNA Izolasyon Kit, Roche Applied Science Indianapolis, IN, USA
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< Santrifiijden sonra, toplama tiipiine 200 ul wash buffer II kondu, 14000 rpm’ de
2 dakika santrifiij edildi.

« Yine toplama tiipleri atilarak bu sefer filtre tiipleri 2ml’ lik eppendorf tiip igine
kondu.

% Filtre tiiplere 50 pl elution buffer kondu ve hiicreler 14000 rpm’ de 2 dakika
santrifiij edildi.

« Eppendorfta kalan RNA’ lar nanofotometrede degerlendirildi.

Elde edilen RNA konsantrasyonlari:

Nanofotometre TM - IMPLEN cihaz1 kullanilarak &lgiim yapildi. Oncelikle
aletin kalibrasyonu saglandi. Bunu takiben, yogunlugu 6lgiilmek istenen 6rnekten 3 pl
alinarak yogunluk 6l¢imii yapildi. Bunu yapmaktaki amag, CONA sentezi i¢in yeterli
yogunlukta RNA izolasyonu saglanip saglanamadiginin goriilmesidir. Buna gore

bulunan degerler:

< EMDOGAIN 30 ng/pul

% MTA 10.8 ng/pul
s HKP(+) [(+) Kontrol grubu] 18.8 ng/ul
¢ (-) Kontrol grubu 74.0 ng/ pl

3.3.4.2. cDNA sentezinin yapilmasi

cDNA sentez kiti'® kullanilmistir. Biitiin 6rneklerden cDNA sentezi i¢in yaklasik
olarak ayni miktarda RNA alinmistir.

< EMDOGAIN 8 ul
% MTA 20 ul
s HKP(+) [(+) Kontrol grubu] 12 pl
¢ (-) Kontrol grubu 3ul

Ornek RNA+Distile su ve Oligo dT’ ler 15 ul’ lik hacim igerisinde 10 dakika
65°C’ de bekletildi.

18 cDNA Sentez Kiti, Roche Appilied Science Indianapolis, IN, USA
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3.3.4.3. Ana karisimin hazirlanmasi:

Bu karisim, 4 RNA 6rnegi ve bir ekstra 6rnek i¢in asagida belirtilen miktarlarda

hazirlandi.
+ Reverse Transkriptaz buffer: 4ulx5
¢ Reverse Transkriptaz enzim: 03 pulx5
+* RNase inhibitor: 0.2ulx5
s dNTP: 0.5ulx5

Her bir RNA oligodT karisimi iizerine (15ul) 5ul ana karisimdan ilave
edildikten sonra, elde edilen karigim (20ul), PCR tiipleri icerisinde, PCR cihazinda 50
°C’ de 30 dakika, 85 °C’ de 5 dakika bekletilerek cDNA lerin sentezi yapildi.

3.3.4.4. Primerlerin hazirlanmasi:

Primerler toz halinde oldugu i¢in DNase ve RNase icermeyen ultra saf distile su ile
sulandirildi. 90 pl distile su + 10ul primer kullanilarak % 10’ luk (10uM) primer elde
edilmis oldu. DSPP ON, GAPDH primerlerinin optimizasyonu igin, 50 °C -60 °C
arasindaki sicaklikligin denendigi bir gradient PCR yapildi. 20 pl PCR karigiminin igerigi

ve primerlerin sekans bilgileri asagidaki gibidir.

PCR analizinde kullanilan primerler ve referanslari:

DSPP Forward:5’-GAGGATAAAGGACAACATGG-3* (AlliotLicht, 2005)%*°
Reverse: 5°- AAGAAGCATCTCCTCGGC - 3’

ON Forward:5’-ATGAGGGCCTGGATCTTCTT-3> (Alliot-Licht, 2005)%*°
Reverse: 5’-CTGCTTCTCAGTCAGAAGGT-3’

GAPDH Forward:5’-TATCGTGGAAGGACTCA-3’ (Lisignolia, 2005)**
Reverse: 5’"GCAGGGATGATGTTCTGGA-3’
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DSPP - PCR karistminin hazirlanmasi:

+ PCR buffer: 4 ul x

s dNTP: 0.5 ulx
s+ DSPP forward: 0.3 ulx
«» DSPP reverse: 0.3 pulx
% cDNA o6rnegi: 2 ulx

+« Distile su: 11.7 ul x
% GoTaq DNA Polimerase: 0.2 ul x
s MgCL,: I ulx

GAPDH ve ON — PCR karisiminin hazirlanmasi:

« PCR buffer: 4 ul x

s dNTP: 0.5 ulx
%+ GAPDH/ON forward: 0.4 ul x
s+ GAPDH/ON reverse: 0.7 pl x
% CDNA o6rnegi: 1 pulx

¢ Distile su: 15.8 ul x
% GoTaq DNA Polimerase: 0.2 ul x
% MgCL;: 1.5 ul x

Tim genler i¢in 20 pl hacminde 8 ayri tiip PCR cihazinda 50 °C ile 60 °C
arasindaki farkli sicakliklara ayarlanmis kuyucuklara yerlestirildikten sonra, PCR

sartlar1 cihaza agagidaki gibi girildi.

95°C” de 3 dakika 1 kez

95°C’ de 30 saniye + 50-60°C’de 45saniye + 72°C’de 45 saniye 35 kez.

72°C de 5 dak 1 kez

4°C’de bekleme (Sonsuz: Ornekler Jel’e yiiklenene kadar cihazda +4°C’ de tutuldu)
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3.3.4.5. Jelin hazirlanmasi:

1 gram toz halindeki Agaroz + 100 ml TAE ve TBE* tamponu ile bir erlen sise
icerisinde karistirldiktan sonra mikrodalga firmda 600°C” de 3 dakika bekletildi. Ug
dakikalik beklemenin ardindan sise 5 dakika sogumaya birakildi. Sogumay1 (sisenin el
yakmayacak sicaklikliga diismesi) takiben, sise icine 2.5ul Etidyum bromid® koyulup
karistirtldi. Bu karigim taraklarin bulundugu jel tanki igine dokiildii. Tank i¢indeki
karisim donduktan sonra, taraklar ¢ikarildi. Jel 900 ml distile su ve 100 ml % 5 lik TAE
karisimi igeren jel tankina tamamen gomiildiikten sonra, jel listiinde kalan kuyucuklara
once 5 pul marker®®, sirastyla da her bir kuyucuga PCR cihazindan alinan tiiplerden, 8 pl

DNA ornekleri kondu.

Jel tanki, glic kaynaginin art1 ve eksi kutuplarina baglandiktan sonra, 6rneklerin

100 Watta 45 dakika boyunca, jelde yiiriimesi saglandi.

3.3.4.6. Elde edilen cDNA bantlarinin goriintiilenmesi:

Jel elektroforez isleminden elde edilen DNA bantlari, jel gorlintiileme cihazinda
goriintiilenerek, istenen cDNA sentezi igin gerekli olan en uygun sicaklik ve primerlerin

spesifik baglanip baglanmadig: tespit edildi

3.3.5. ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (Real Time-PCR):

% Klasik PCR ve jel elektroforez islemleri, kullanilan primerin cDNA iizerindeki
ilgili bolgeyi c¢ogaltip cogaltmadigini gosterirken, RealTime-PCR, primerin
etkisiyle cogalan cDNA’ nin miktar1 ile ilgili bilgi sahibi olmamizi
saglayacaktir. Bu ¢alismada EMDOGAIN, MTA, HKP(+)[(+) Kontrol grubu] ve

*TAE ve TBE: Iletkenligi saglayan kimyasallardir. DNA (-) yiikli, jel (+) yiiklii oldugu igin, elde edilen
DNA molekiilii jelin iizerinde yiirtiyerek istenilen goriintiiyii verir.

"Etidyum bromid: DNA’ nin ¢ift sarmali arasma yerleserek DNA’ y1 6zel ultraviyole 1sik altinda
goriiniir hale getiren boya.

®Marker, Wide range DNA marker, Sigma D7058

Molekiiler agirligt belli olan DNA pargasidir. Reaksiyon baglayinca, mol agirligina gére asagiya dogru

dagilir. En yukarida mol agirlig1 en yiiksek olan bulunur.
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(-) Kontrol grubu orneklerinin ekspres ettikleri DSPP ve ON miktarlar1 Real
Time PCR yontemiyle analiz edilmistir. GAPDH geninin ifadesi, 6rneklerden
alman RNA’ larin normalizasyonu i¢in standart olarak kullanilmistir. Caligsmada
Takara firmasmm iirettigi SYBR® Premix Ex Taq™ kiti tretici firmanin

tavsiyeleri dikkate alinarak yapilmistir.

3.3.5.1. Ornek cDNA’ lerin sulandirilmas::
20 ul cDNA + 180 pl distile su kullanilarak yapildi. Toplamda, 200 pl omalidir.

3.3.5.2. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:

Uretici firmanin belirledigi miktarlara gére DSPP, ON ve GAPDH igin

hazirlanan 20 pl’ lik reaksiyon karisiminin igerigi asagida belirtilmektedir.

3.3.5.2.1. DSPP ig¢in reaksiyon karisiminin hazirlanmasa:
< SYBRgreen buffer®®; 10 ul
s DSPP forward: 0.4 pl
% DSPP reverse: 0.4
¢ cDNA 06rnegi: 2 ul
¢ Distile su: 7.2 ul
3.3.5.2.2. GAPDH ve ON ig¢in reaksiyon karistminin hazirlanmasi:
% SYBRgreen buffer: 10 ul
* GAPDH/ON forward: 0.2 ul
«* GAPDH/ON reverse: 0.2 ul
% cDNA 6rnegi: 2 pl
¢ Distile su: 7.6 ul

3.3.5.3. Hazirlanan karisimin RealTime-PCR cihazinda okutulmasi:

SYBRgreen boyasi, yeni olusan DNA molekiillerine baglanarak floresan 1sima
yapar. Bu 1s1ma, RealTime-PCR cihaz tarafindan (Normal PCR’ dan farkli olarak)
algilanarak 1s1manin siddetine rakamsal deger verilir, boylece sentez edilen DNA’ nin

miktart 6lgiiliir. Bu 6l¢iim i¢in iCycler RealTime-PCR detection system?! kullanildi.

% Syber Green Buffer, Takara Syber Green Polymerase kit, Japan
?LiCycler RT-PCR detection system, Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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3.3.6. MiIKROSKOBIiK iNCELEME

Isik mikroskobu?® altinda Emdogain, (+) ve (-) kontrol gruplarmin 4x, 10X, 20x

biiylitmeyle plak iizerinden fotograflari alindi.

MTA grubu, kuyucugun tabanini kapladig: i¢in 151k mikroskobunda ¢ekimi yapilamadi.

3.3.7. VON KOSSA BOYAMASI:

Von Kossa methodu?, hiicrelerin meydana getirdigi kalsiyum iyonlariyla giimiis

katyonlarinin yer degistirmesi esasina dayanir. Kalsiyum tuzlari, disaridan ekledigimiz

glimiis nitrat sollisyonu sayesinde metalik giimiise indirgenerek giimiis tuzlar1 haline

gelir ve siyah bir goriintii verir.

Boyama protokolii:

X/
°

X/
L X4

Kuyucuklarin i¢indeki besiyerleri aspire edilerek, % 2 paraformaldehitten 500 ul
konarak, +4°C de 30 dakika bekletildi.

Distile su ile yikama yapildi.

Set igerisinde bulunan maddelerden ilki olan A maddesinden 10 damla herbir
kuyucuga konup 10 dakika beklendi.

Distile su ile yikandi.

B maddesinden 10 damla konarak, karanlikta 1 saat beklemeye birakildi.

Distile su ile yikandi.

5 damla distile su ile 10 damla C maddesi eklenerek, 5 dakika giimiis tuzlarinin
siyah renk almasi i¢in beklendi.

Distile su ile yikandi.

D ve E maddelerinden ayr1 ayr1 10’ ar damla eklenerek, 5° er dakika beklendi.
Distile su ile son kez yikanarak 10 damla alkol kondu. Alkol aspire edilerek 151k

mikroskobu altinda olusan kalsiyum depozitleri incelendi.

22 Isik mikroskobu, Nikon TS100, Minnesota, MN, USA
2 \Von Kossa method, Bio-optica, Milano, Italy
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Boyama protokoliinde kullanilan maddeler:

A- Lityum karbonatin ¢okelmis soliisyonu  30ml

B- Glimiis nitrat soliisyonu 30ml
C- Indirgeme soliisyonu 30ml
D- Sodyum siilfit soliisyonu 30ml
E- Mayer’ s Carmalum 30ml

3.3.8. ALKALEN FOSFATAZ (ALP) AKTIVITESI:

Normal yetigkinde kanda bulunan alkalen fosfataz enzimi, sert kemiksi

dokularin mineralizasyonunda etkilidir. Fosfat naklini diizenleyerek, kalsifiye doku

olusumunu saglar. Alkalen fosfataz aktivitesi, hiicre kiiltiir sistemlerinde, sert doku

yapimini indiikleyicidir ve osteoblast ve odontoblastlar i¢in erken tani isaretidir (93). Bu

nedenle, osteoblastik aktivitenin varligi, 6zel boyama sistemiyle laboratuvarda tespit

edilir.

Alkalen fosfataz aktivitesi uygulama protokolii:

X/
L X4

X/
°

X/
L X4

Hiicreler tripsinle kaldirilmadan, 24 bolmeli plak {izerinde, Kuyucuklarin
herbirine 500ul 0.2% Triton-X 100 koyuldu. Bu maddenin kullanim amaci,
hiicreleri parcalayarak igerisindeki proteini agiga ¢ikarmaktir.

Karigim, 300rpm’ de ¢alisan shaker tizerinde 30dak. sallanarak, inkiibe edildi.
Pipetle ¢ok iyi karistirilarak 96 bolmeli plak igerisine herbir 6rnekten 25ul alindi
(Resim 15).

Uzerlerine ALP protokoliine gore 75ul Randox ALP belirleme ajami®* (Resim
16) eklendi.

15 dakika araliklarla 1saat boyunca 96 well plate reader” ile abzorbans degeri

Ol¢timil yapildi.

% Randox ALP belirleme ajani, Randox Laboratories, Crumlin, UK
2> 96- well plate reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, US
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MTA EMD HKP(+)

Resim 15: 96 bolmeli plaga, 14 giin boyunca materyallerle temasta olan ve indiiklenen

hiicrelerin par¢alanmis proteinleri alindi.

Resim 16: Proteinler {izerine ALP belirleme soliisyonu eklendikten 50 dakika sonraki

goruntusu.

3.4. SCANNING ELECTRON MIiKROSKOP (SEM) ANALIZi:

3.4.1. MATERYALLERIN HAZIRLANMASI:

3.4.1.1. Cogalma Deneyi;

Toplamda 6 grup olacak sekilde materyeller hazirlandi. MTS deneyinde, 7. grup
olan (+) Kontrol grubunun (%20 DMSO) olumsuz sonu¢ vermesinden dolayr SEM

goriintiisline yer verilmedi.

Grup: MTA

Grup: MTA+ EMDOGAIN
Grup: DYCAL

Grup: DYCAL+EMDOGAIN
Grup: EMDOGAIN

Grup: HKP(-) [(-) Kontrol grubu)]

o o~ w b E
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Oncelikle MTA ve DYCAL &rnekleri iiretici firmanin belirledigi sekilde
karistirtlarak hazirlandi. 4 odacikli lam® (81) igerisine, yiiksekligi 10 mm olacak
sekilde yerlestirildi (Resim 17A). Boylece kullanilan materyelin hiicrelerle temas eden
yiizey alani, 96 bolmeli plagin taban alanmnin 4 kati olacak sekilde (238, 239) 200 mm?
olarak tespit edildi. inkiibatorde 4 giin sertlesmesi icin bekletildi. Dérdiincii giiniin
sonunda, EMDOGAIN ile kaplanarak +4°C’ de 24 saat birakild: (Resim 17B).

> EMD

> HKP(-)

Resim 17: A. SEM goriintiilerinin alinmasi igin MTA ve Dycal’ in hazirlanmasi B.

EMD’ nin hazirlanmasi.

3.4.1.2. Farkhlasma Deneyi;

MTS deneyinde Dycal’ 1n toksik etkisi tespit edildigi i¢in farklilasma deneyinde

Dycal’a yer verilmedi.

1. Grup: MTA
2. Grup: EMDOGAIN
3. Grup: HKP(+)

%6 4 odacikh lam, Nunc, USA
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Materyellerden Oncelikle MTA hazirlandi. 4 odacikli lam (81) igerisine
yiiksekligi 10 mm olacak sekilde yerlestirilip, dort giin sertlesmesi i¢in inkiibatérde
bekletildi. MTA’ nin donmasmi takiben EMDOGAIN, uygulama protokoliine gére,
kuyucuga eklenerek bir gece +4°C’ de sakland1 (Resim 18).

Resim 18: Odontogenesis etkisinin SEM’ de goriintiilenmesi igin materyallerin

hazirlanmasi.

3.4.2. COGALMA VE FARKLILASMA DENEYLERI iCiN HUCRE EKiMi:

Bir gece + 4°C’ de bekletilen kuyucuklardan Emdogain uzaklastirildi. Laminar
flow iginde, kapaklar1 agik bir sekilde bir giin bekletildikten sonra UV altinda 30
dakika tutuldu. Steril PBS (fosfat tampon soliisyonu) ile iki kere yikandi. Baska bir
plakta bes kez pasajlanmis olan hiicrelerin 10 ul’ si, hemositometre lizerine konarak 151k
mikroskobu altinda sayildi. 25.000 hiicre/kuyucuk (120) olacak sekilde, kullanilacak
hiicre miktar1 hesaplandi. Ustiine her bir kuyucuga 450 pl besiyeri konarak inkiibatore
yerlestirildi.

3.4.3. SEM — SCANNING ELECTRON MiKROSKOBIiK iNCELEME:

% Cogalma deneyi i¢in iki giin, farklilasma deneyi igin 14 giin materyallerle
kiiltire edilip indiiklenen hiicreler, %2 lik paraformaldehitle fikse edildi. 1 saat
oda sicakliginda kurutmasi saglandi.

¢+ Etanol serisiyle dehidratasyon yapildi.
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< Sputter coater” ile piiskiirtme yontemi kullanilarak, 10nm kalinhiginda Au-Pd
ile kapland1 (Resim 19, 20).

< Hiicreler, 5 kV voltaj altinda Karl Zeiss EVO 40 model SEM cihazindaki’®
degisen biiyiitmelerde (200x —5000x) goriintiilendi

[ =5
MTA «——
‘ > HKP(-)
MTA/EMD +——
s =
\
DYCAL/EMD _
> EMDOGAIN
DYCAL

Resim 19: Cogalma deneyinde, SEM goriintiisii almadan once, materyellerin 10nm

kalinliginda altin- palladyum ile kaplanmis haldeki goriintiisii.

HKP(+)

EMDOGAIN

MTA

Resim 20: Farklilasma deneyinde, SEM goriintiisii almadan once, materyellerin 10nm

kalinligindaki altin-palladyum ile kaplandiktan sonraki goriintiisii.

%7 Sputter coater, Model BAL-TEC SCD 005 Sputter Coater, Balzers, Liechtenstein
28 Karl Zeiss EVO 40 model SEM cihazi, Dresden, Germany
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3.5. VERILERIN iSTATISTIiKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Istatistiksel analizler, Sigma Stat Software Jandel Scientific, San Rafael, CA
kullanilarak yapildi. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel methodlarin
(ortalama, standart sapma) yani sira ikili gruplarin karsilastirilmasinda bagimsiz Mann-

Whitney U-test kullanildi. Sonuglar anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTS TESTi SONUCUNDA HUCRE CANLILIGININ SAPTANMASI:

Kullanilan materyeller ile 48 saat temasta bulunan dis jermi kok hiicreleri,
canlilik testi sonucunda, asagida tabloda belirtilen degerleri gostermektedir (Tablo 1,2).
Negatif kontrol grubu, Hiicre Kiiltiir Plagt HKP(-) grubudur. DMSO eklenen grup ise

(+) kontrol grubunu olusturmaktadir.

Tablo 1: Dis jermi kok hiicreleri tizerinde ¢ogalma etkisi incelenen materyellerin 48

saat sonunda elde edilen ortalama ve standart sapma degerleri ile HKP (Hiicre kiiltiir

plagi) degeri baz alinarak hesaplanan normalizasyon degerleri goriilmektedir

. STANDART
STANDART | NORMALIZASYON*
MATERYELLER | ORTALAMA SAPMA
SAPMA degerleri .
NORMALIZASYON
MTA 0,4075 0,030643 78,17746 5,878774
MTA + EMD 0,22225 0,044018 42,63789 8,444698
DYCAL 0,10575 0,011983 20,28777 2,298825
DYCAL+ EMD 0,26 0,014989 49,8801 2,875565
EMD 0,50275 0,023514 96,45084 4511114
HKP(-) 0,52125 0,012038 100 2,309474
%20 DMSO 0,01675 0,003304 3,213429 0,633868

*Normalizasyon degeri: Test materyelleri ortalamasi/HKP ortalama
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Tablo 2: incelendiginde dis jermi kok hiicreleri iizerinde ¢ogalma etkisi incelenen
materyellerin, birbiriyle anlamlilik degerlerinin karsilastirilmasi gériilmektedir. Tabloya
gore sadece EMDOGAIN ile kaplanmis MTA ve DYCAL ile EMDOGAIN-HKP

gruplari p degerleri agisindan anlamlilik géstermemektedir (p>0.05).

MATERYELLER P DEGERLERI | ANLAMLILIK

MTA-EMD 0,003 Anlamli
MTA-MTA+EMD 0,01 Anlamli
DYCAL-DYCAL+EMD 0,001 Anlamli

MTA+EMD-DYCAL+EMD 0,114 Anlaml Degil
MTA-DYCAL 0,001 Anlamh
DYCAL-EMD 0,001 Anlamh
MTA-HKP(-) 0,001 Anlaml
MTA+EMD-HKP(-) 0,029 Anlamli
DYCAL-HKP(-) 0,001 Anlamh
DYCAL+EMD-HKP(-) 0,001 Anlaml

EMD-HKP(-) 0,211 Anlamli Degil
MTA-DMSO 0,029 Anlamli
MTA+EMD-DMSO 0,029 Anlamli
DYCAL-DMSO 0,001 Anlamli
DYCAL+EMD-DMSO 0,029 Anlamli
EMD-DMSO 0,029 Anlamli
HKP(-)-DMSO 0,001 Anlamli
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Sekil 3: Dis jermi kok hiicrelerinin test materyelleri ile 48 saat boyunca temasinda
ortaya ¢ikan MTS testi sonuglarinin grafiksel gosterimi.

a. EMD harig diger test materyelleri igin tespit edilen degerler HKP(-) ile anlaml

derecede farkli bulunmustur.

b. Tiim gruplar %20 DMSO grubundan istatistiksel olarak farkli bulunmustur.

4.2 GRADIENT PCR SONUCLARI

Dis jermi kok hiicrelerinin 14 giin boyunca odontojenik besiyeri ile uyarilmasi
s1 uzerinde DSPP, ON ve
GAPDH’ e ait olan 6zgilil bolgenin cogaltilan bant goriintiileri Sekil 4,5 ve 6’ da

sonucunda elde edilen odontoblast hiicrelerinin  DNA’

goriilmektedir.

Odontoblast hiicre farklilasmasina dair yapilmis olan bu gen analizi
calismasinda, RealTime-PCR’ da kullanmak tizere DSPP i¢in; 280 bp ve 58 °C sicaklik
(Sekil 4), GAPDH igin 123 bp ve 58 °C (Sekil 5), ON i¢in; 576 bp ve 58 °C sicakligin

(Sekil 6) protein sentezinin gergeklesebilmesi agisindan en uygun degerler oldugu tespit
edildi.
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DSPP Gradient PCR

\Y
—

280bp — Lum et S S S B B e
1 2 5 3w=4 =m0

Sekil 4: Odontoblast hiicrelerinin DNA’ s1 lizerinde, DSPP’ ye ait olan 6zgiil bolgenin
280 bp molekiil agirliginda ve gesitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisti.

1.50C", 2.50.7C*3.51.9C"4.53.7C" 5.56.1 C°6.58°C7.59.2C* 8.60C",

M: Marker ( Biobasic,GM345)

GAPDH Gradient PCR

s il 2 3 7 B 7

Sekil 5: Odontoblast hiicrelerinin DNA’ s1 iizerindeki GAPDH’ e ait olan 6zgiil bolgenin
123 bp molekiil agirliginda ve gesitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisii.
1.50C*,2.50.7C*3.51.9C"4.53.7C° 5.56.1 C°6.58C"7.59.2C"

M: Marker (Sigma,D3687)

ON Gradient PCR
v o1 2
576bp e a """I__ | P—

Sekil 6: Odontoblast hiicrelerinin DNA’ s1 tizerinde ON’ e ait olan 6zgiil bolgenin 576 bp
molekiil agirhiginda ve ¢esitli sicakliklarda ¢ogaltilan bant goriintiisii.
1.52C°,2.54C° 3.56C",4.58C". M: Marker (Biobasic,GM345)
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4.3. RealTime-PCR SONUCLARI

Gradient PCR analizinde molekiil agirhigi ve sicaklik degerleri, bant goriintiileri

ile tespit edildi. RealTime-PCR analizinde, bu degerler kullanilarak odontoblast

hiicrelerinin DSPP ve ON varlifinda sentezledikleri DNA miktar1 rakamsal olarak

saptand1 (Tablo 3,4).

Tablo 3: incelendiginde 14 giin boyunca odontojenik besiyeri ile uyarilarak farklilasan

dis jermi kok hiicrelerinden, materyellerin etkisiyle DSPP varliginda sentezlenen DNA

miktarinin ortalama, standart sapma ve GAPDH ortalama degeri baz alinarak

hesaplanan normalizasyon degerleri goriilmektedir.

EMD MTA HKP(+) KONTROL MATERYELLER
5,52E-01 2,79E-02 7,05E-02 5,71E-04 DSPP OVRTAL.AMA
degerleri
2,09E+04 1,18E+04 3,08E+04 750E+04 | GAPDH ORTALAMA
degerleri
2,64E-03 2,38E-04 2,29E-04 7,53E-07 NORMALIZASYON*
degerleri
0,294111 0,023106 0,051065 0,000133 STANDART SAPMA
degerleri
STANDART SAPMA
1,41E-05 1,97E-06 1,66E-06 1,75E-09 NORMALIZASYONU

*Normalizasyon degeri: Test materyelleri ortalamasi/GAPDH ortalama
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Tablo 4: incelendiginde kullanilan materyellerin, DSPP varliginda hiicre DNA’ larinin

cogalmasina olan etkilerinin, anlamlilik acisindan birbirleriyle karsilagtirmasi

goriilmektedir.
MATERYELLER . P . JANLAMLILIK
DEGERLERI
MTA-EMD 0,037 Anlamh
EMD-HKP(+) 0,049 Anlamli
MTA-HKP(+) 0,259 Anlaml1 degil
P=0.049
5 3,00E-03 - P=0.037
c
(=]
> 2,50E-03 -
] P=0.259
2 2,00e-03
-
[-7]
& 1,50E-03 -|
©
L2
€ 1,00E-03 -
o
& 5,00E-04 -
fa]
0,00E+00 —-‘—-r—: - :
EMD MTA HKP (+) Kontrol

Sekil 7: Hiicrelerden test materyelleri etkisiyle DSPP varliginda sentez edilen DNA
miktarmin grafiksel gosterimi sunulmaktadir. Kontrol grubunda DSPP’ ne bagli DNA

sentezi tespit edilememistir.
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Tablo 5: 14 giin boyunca odontojenik besiyeri ile indiiklenen dis jermi kok hiicrelerinin
materyeller etkisiyle ON varliginda gosterdikleri DNA sentezinin ortalama, standart

sapma ve GAPDH baz alinarak hesaplanan normalizasyon degerleri goriilmektedir.

EMD MTA HKP(+) (-) KONTROL MATERYELLER
ON ORTALAMA
16525,33 1643 13066,67 3904,667
degerleri
GAPDH ORTALAMA
20900 11755 30750 75850
degerleri
NORMALIZASYON*
79,06858 1,40E+01 4,25E+01 5,15E+00 )
degerleri
STANDART SAPMA
1087,532 2,99E+02 1,12E+03 3,60E+02
degerleri
STANDART SAPMA
5,203501 2,54E+00 3,66E+00 4,75E-01 .
NORMALIZASYONU

*Normalizasyon degeri: Test materyelleri ortalamasi/GAPDH ortalama

Tablo 6: incelendiginde kullanilan materyellerin, ON varliginda hiicre DNA’ larinin

cogalmasina olan etkilerinin, anlamlilik acisindan birbirleriyle karsilastirmasi

goriilmektedir.

MATERYELLER |p degerleri ANLAMLILIK
MTA-EMD 0,001 Anlaml
EMD-HKP(+) 0,019 Anlamh
MTA-HKP(+) 0,001 Anlamli

63




p=0.019
9,00E+01 p=0.001 p=0.001

8,00E+01
7,00E+01

6,00E+01 -

5,00E+01

>on 4,00E+01 -

n bagil ekspresyonu

3,00E+01

< 2,00E+01 -

S aooesor | -
0,00E+00 T T T _ 1

EMD MTA HKP (+) Kontrol

N

Sekil 8: Hiicrelerden test materyelleri etkisiyle ON varliginda sentezlenen DNA
miktariin grafiksel gosterimi sunulmaktadir. Diger gruplarin tiimii kontrol grubundan

istatistiksel olarak farkli bulunmustur.

4.4. MiKROSKOBIK INCELEME

Odontojenik besiyeri icermeyen (-) ve odontoblastik uyarici besiyeri iceren (+)

kontrol grubu hiicrelerin, 151k mikroskobu altindaki goriintiisii.

Sekil 9: A. Odontojenik besiyeri igermeyen (-) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 8.

giindeki ipliksi yapisinin 4x biyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. Odontojenik
besiyeri igeren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 8. giindeki yuvarlak sekillerinin 4x

bliylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.
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Sekil 10: A. Odontojenik besiyeri igermeyen (-) KONTROL GRUBU hiicrelerin,
8.giindeki ipliksi yapisinin 10x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. Odontojenik
besiyeri igeren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 8. giindeki yuvarlak sekillerinin 10x

bliylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 11: A. Odontojenik besiyeri iceren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 14. giiniin
sonunda 4X biiyiitmesiyle gozlenen kalsiyum birikimi izlenmektedir. B. Odontojenik
besiyeri iceren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin 14. giliniin sonunda 10X biiyiitmesiyle
izlenen poligonal sekilleri (siyah ok) ve kristal olusumu (beyaz ok).
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Sekil 12: A. Odontojenik besiyeri iceren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 4x
biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. Odontojenik besiyeri ve EMDOGAIN igeren

hiicrelerin 4X biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Sekil 13: A. Odontojenik besiyeri i¢eren (+) KONTROL GRUBUNDA poligonal sekilli
hiicreler ve kristal olusumu 20x biiyilitmeyle izlenmektedir. B. Odontojenik besiyeri ve

EMDOGAIN igeren hiicrelerin 20x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

4.5. VON KOSSA BOYAMASI:

Von Kossa boyama protokolii, gere¢ ve yontem kisminda anlatildigi gibi
uyguland1. Alkol aspire edildikten sonra, 4x ve 20x biiyiitmeyle fotograflar1 alindi.
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Sekil 14: Odontojenik besiyeri iceren (+) KONTROL GRUBU hiicrelerin, 14. giinde
nodiil olugumunu gérmek amaciyla yapilan Von kossa boyama gorintiisii. (4X

biiyiitme).

Sekil 15: Odontojenik besiyeri ve EMDOGAIN igeren hiicrelerin Von Kossa boyamasi

yapildiktan sonraki goriintiisii (4x biiyiitme)

Sekil 16: Odontojenik besiyeri ve EMDOGAIN igeren hiicrelerin Von Kossa boyamasi
yapildiktan sonraki goriintiisii (20x biiyiitme)
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4.6. ALP AKTIVITESI:

Dis jermi kok hiicrelerinin odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilmasini

takiben sert doku olusturabilme oOzelliklerinin incelenmesi i¢in ALP aktivite testi

uygulandi.

Tablo 7: Incelendiginde dis jermi kok hiicrelerinin 14. giiniin sonunda materyeller

etkisiyle gosterdikleri ALP aktivite ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir.

MTA EMD HKP(+)
ORTALAMA 0,161333  |0,360333 0,268667
STANDART SAPMA |0,010017 | 0,024664 0,002517

Tablo 8: Incelendiginde dis jermi kok hiicrelerinin 14. giiniin sonunda test materyelleri
etkisiyle gosterdikleri ALP aktivite degerlerinin anlamlilik agisindan birbirleriyle

karsilastirilmasi goriilmektedir.

MATERYELLER p degerleri ANLAMLILIK
MTA-EMD 0,001 Anlaml
MTA-HKP(+) 0,001 Anlamh
EMD-HKP(+) 0,003 Anlamh
0,45 P=0.001
04 P=0.001 P=0.003

— 035

c

8 o3

S

a8 o025

©

Z 02

2

:g 0,15

'xv 0,1

=

< o5

(1}
MTA EMD HKP (+)

Sekil 17: Dis jermi kok hiicrelerinin test materyelleri karsisinda gosterdikleri ALP

aktivite degerlerinin grafiksel gosterimi.
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4.7. SCANNING ELEKTRON MiKROSKOP (SEM) GORUNTULERI:

Mag= 200X EHT= 500kV Date :15 May 200! Date :15 May 2009
WD=215mm Signal A=SE1  Time 112:56:57 H Time 113:02:11

Sekil 18: A. DYCAL yiizeyinde tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 200x biiylitmeyle
goriintiisii izlenmektedir. B. DYCAL yiizeyinde tutunan dis jermi kok hiicrelerinin
1000x bliylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Mag= 200X EHT= 500KV  Date:24 Apr200o [ 3 Mag= 100KXEHT=500kv  Date:15May2009 [
WD=205mm SignalA=SE1  Time :17:00:34 WD=205mm Signal A=SE1  Time 14:03:15

Sekil 19: A. EMDOGAIN ILE KAPLANMIS DYCAL yiizeyinde dis jermi kok
hiicrelerinin 200X  biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. EMDOGAIN ILE
KAPLANMIS DYCAL yiizeyinde dis jermi kok hiicrelerinin 1000x biiyiitmeyle

goriintiisii izlenmektedir.
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Date :1 Jun2008 [ 00KXEHT= 500KV  Date 1 Jun 2009
WO =215mm Signal A= SE1 Time :15:53:33 B WD=220mm Signal A = SE1 Time :16:00:04

Sekil 20: A. EMDOGAIN iizerine tutunan dis jermi kok hiicrelerinin 200X biyiitmeyle
goriintiisii izlenmektedir. B. EMDOGAIN iizerine tutunan dis jermi kok hiicrelerinin

1000x biiylitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

Date 24 Apr2000  [PRNN Mag= 1.00KX EHT = 5.00 kv Date 15 May 2005 [
Time :16:10:12 WD =220mm Signal A=SE1 Time :13:49:39

Sekil 21: A. Dis jermi kok hiicrelerinin HUCRE KULTUR PLAGI vyiizeyinde 200
biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. Dis jermi kok hiicrelerinin HOCRE KULTUR
PLAGI yiizeyinde 1000x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.
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- Mag KX EHT = 5.00 kv
Mag= 200X EHT= 500KV —
W0 =210mm Signal A= SE1 WD-ZI.Dm 5|gnm-ss1 3‘4.31‘05

Sekil 22: A. Dis jermi kok hiicrelerinin MTA yiizeyinde 200x biiylitmeyle goriintiisii
izlenmektedir. B. Dis jermi kok hiicrelerinin MTA yiizeyinde 1000x biiyiitmeyle

goriintiisii izlenmektedir.

Mag= 200X EHT=500k/  Date:iJun2008  PRARN Mag = 100 KX EHT = 500kv  Date 1 Jun 2008
.

WD=205mm Signal A=SE1  Time 16:25:14

WD =200mm Signal A=SE1 Time :16:27:13

Sekil 23: A. EMDOGAIN ILE KAPLANMIS MTA vyiizeyindeki dis jermi kok
hiicrelerinin 200X biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. EMDOGAIN ILE
KAPLANMIS MTA yiizeyindeki dis jermi kok hiicrelerinin 1000x biiylitmeyle

goriintiisii izlenmektedir.
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Mag= 500X EHT = 5.00 kV Date :25 Jun 2000  [HNSEE. Mag = 1.00 KX EHT = 5.00 kV/ Date 25 Jun 2000 [
WD =19.6 mm Signal A = SE1 Time :15:50:49 WD =196 mm Signal A = SE1 Time :15:45:33

Sekil 24: A. Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan dis jermi kok
hiicrelerinin EMDOGAIN vyiizeyinde 500x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B.
Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan dis jermi kok hiicrelerinin
EMDOGAIN vyiizeyinde 1000x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.

[ s
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- N i L
.
o
€ h
]
Q—‘ !
b . et
A L e, 0 i
- i I SEG k ]
. b RS e
100um Msg= 200X EHT=500kv  Date:18.Jun2009  PRARS Mag = 1.00 KX EHT = 6.00 kv Date :18 Jun 2000 [P
WD =205mm Signal A=SE1 Time :13:56:49 WD =21.0mm Signal A = SE1 Time :14:03:55
= TR = e .

Sekil 25: A. Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin HUCRE
KULTUR PLAGI yiizeyinde 200x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B.
Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin HUCRE KULTUR
PLAGI yiizeyinde 1000x biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir.
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Date :25 Jun 2009 } Mag= 500X EHT=500k/  Date:25 Jun 2009
Time :15:59:35 WD = 18.5mm Signal A = SE1 Time :16.:04:50

i : <

Mag= 1.00KXEHT = 500kv  Date 25Jun2000 [N
WD =185 mm Signal A = SE1 Time :16:03:19

T o BRI R A S o TR T

Pl S SRR

Sekil 26: A. Odontojenik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA
yiizeyinde 200X biiyiitmeyle goriintiisii izlenmektedir. B. Odontojenik besiyeri ile 14
giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA yiizeyinde 500x biiylitmeyle goriintiisii
izlenmektedir. C. Odontoblastik besiyeri ile 14 giin boyunca uyarilan hiicrelerin MTA
yiizeyinde 1000x bilyilitmeyle goriintiisii izlenmektedir.
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5. TARTISMA

Giliniimiizdeki rejeneratif tedavilerde apikal papilla ve dis pulpast kok
hiicrelerinin etkinliginden s6z edilmekte, (2, 58) hatta dis pulpasi kok hiicrelerinin
odontoblastlara farklilasarak dentin-pulpa kompleksini olusturdugunu gdsteren
calismalara yer verilmektedir (1, 3, 14, 15, 16, 17, 57). Yetiskin dis pulpasi kok
hiicrelerinin (DPSCs), dis-jerm-hiicre besiyerinde kiiltiire edildikten sonra, diizgiin
sekilli dentin-pulpa kompleksini olusturmasi, islem gormiis yetiskin dis kok hiicresi
yerine, erken gelisim evresinde olan jerm hiicresini kullanmay1 daha makul kilmaktadir
(17). Ayrica kuronu tamamlanmis ancak heniiz siirmemis, jerm halindeki dislerden
alman kok hiicrelerin, gelisimi daha ileri evrede olan dislerden elde edilen hiicrelere
gore, ¢ogalmaya daha meyilli bulunmasi, (53) son zamanda yapilan ¢aligmalarda tercih
edilme nedenidir. Bu ¢alismada kullanilan dis jermi kok hiicre grubunun rejeneratif
ozelliginin MTA ve EMD ile desteklenmesi, reparatif islemlerdeki molekiiler ve

hiicresel aktivitenin anlasilmasina yardimci olmustur.

MTA’ nin pH’ 1 disiiriilerek daha asidik olmasinin saglandigi in vitro bir
calismada, mikrosertliginin azaldig1 ve SEM goriintiilerine dayanarak yiizeydeki poroz
yapinin arttig1 belirtilmektedir (243). Bizim ¢aligmamizda mine matriks protein tiirevi,
asetik asit yardimiyla uygulanmistir; bdylece ¢oziiniirliigii arttirilarak, hiicre kiltiir
plagina adaptasyonunun saglanmasi amag¢lanmistir. Yukarida ifade edildigi gibi asidik
ortamm MTA’ nin mikrosertligini (23, 242, 243) ve sertlesmesini olumsuz etkiledigi
(184) daha once agiklanmigtir. Bunlardan farkli olarak, bu calismada uygulanan
yontemde pH degisikligine ugramis MTA’ nin hiicreler ile etkilesimi, ilk defa hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve de SEM goriintiileri ag¢isindan incelenmektedir.
Enflamasyona ugramis diisiik pH’> It ortamin, MTA’ nin fiziksel ve kimyasal yapisini
degistirebilecegi (242), hatta hazirlanmasi sirasinda alkalen ortamda bulunmasinin bile
yapisinda ayni olumsuz etkiyi yaratacagi (244) belirtilmistir. Bu diisiinceyle uyumlu
olarak bu ¢alismada elde edilen sonuglar da, asidik ortamim MTA’ nin yapisin1 bozarak
hiicreler i¢in olumsuz bir yiizey yarattigin1 gostermektedir. Takita (245), MTA’ nin
hiicre proliferasyonu {iizerindeki olumlu etkisini MTA’ dan siirekli olarak salinan

kalsiyum iyonlartyla iligkilendirmektedir. Bu arastirmada, MTA’ nin tek basina hiicre
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¢ogalmasini anlamli derecede arttirmast, bu diisiinceyle uyumlu olarak Takita’ nin kendi

arastirma sonucuyla da ortiismektedir.

MTA yiizeyinin pH degisikligine dair yapilmis tim bu arastirmalara ragmen,
sertlesebilen kalsiyum hidroksit simaninin, asidik ortamla temasinda yiizeyinde ortaya
¢ikan tepkiye iliskin herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak kalsiyum hidroksit
tozunun asidik pH igeren soliisyonlarla karigtirilmas: halinde, alkalen 6zelligini
korumasi ve bu 06zelligi uzun siire devam ettirmesi oldukca sasirtici bulunmaktadir
(169). Periapikal lezyonla iliskili, kopeklerde in vivo yapilan bir arastirmada, yiiksek
konsantrasyondaki kalsiyum hidroksit patinin asidik degeri yiiksek olan bakteriyel
endotoksini detoksifiye ettigi belirtilmektedir (246). Bakteriyel enfeksiyon varliginda
Dycal ile tedavi edilen agiga cikmis pulpa dokusunun biiyiikk ¢ogunlugunun canli
kalmasi, dycal kullanilmayan diger gruplarda periapikal lezyonun gelismesi (181) yine
kalsiyum hidroksitin asidik ortami nétralize etme 6zelligini gostermektedir. Asidik pH’
m kalsiyum hidroksitin iyon salimimini arttirdigi da goz ardi edilmemelidir (169).
Boylece kalsiyum hidroksit, artan OH™ iyon miktar1 ile sahip oldugu alkalen pH
sayesinde osteoklastlarin salgiladigi laktik asidi nétralize ederek, disin mineral yapisinin
¢ozlinmesini engellemektedir (247). Burada kalsiyum hidroksitin bulundugu yiizeyle
temas siiresi olduk¢a Onemlidir. Andreasen 2002 yilinda gelisimini tamamlamamis
koyun disleri lizerinde yaptig1 calismasinda, kalsiyum hidroksitin uzun siireli dentin
temasinda dentinin kirilma dayanimini azalttigini ortaya koymustur. Bu durumu,
dentinde bulunan asit proteinlerin ve proteoglikanlarin, kalsiyum hidroksitin etkisiyle
notralize olmasi, ¢oziinmesi ve denatlirasyonuyla aciklamaktadir. Fakat bu ¢alismalarin
tiimii, kalsiyum hidroksitin yliksek pH degerine iliskin aragtirmalardir. Bu calismada
kullanilan sertlesebilen kalsiyum hidroksit simaninin yiizeyine dair arastirmalar
degildir. Ancak bu ¢ogalma testinde, Dycal’ m sahip oldugu yiiksek pH degerinin

hiicrelerle direkt temasinda ortaya ¢ikan toksik etkisi, yukaridaki ifadelerle uyumludur.

Kok - ucu dolgusu olarak tercih edilen bazi materyellerin EMD ile kaplanmasi
halinde sican periodontal ligament fibroblastlarinin  fenotipinde olusabilecek
degisiklige dair yapilmis bir ¢alisma bulunmaktadir (248). Ancak bu ¢alisma, kullanilan

hiicre tipinin farkli olmasi yaninda, kalsiyum hidroksit tozunun steril serum ile
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kanistirilarak elde edilmesi ve ylizeyinin karbonat tampon igerisinde ¢ézdiiriilmiis EMD
ile kaplanmasi ac¢isindan bu c¢alisma yonteminden ayrilmaktadir. Calismamiz
sonucunda hiicreler i¢in olumsuz 6zelliklere sahip oldugu bilinen Dycal, asit igerisinde
¢ozdiiriilmiis EMD ile birlesince sasirtict derecede iyi bir yilizey olusturmustur. Bu
durum, kalsiyum hidroksitin asidik ortami nétralize edebilmesi ve bu ortamda iyon
salinimimin artmasi ile meydana gelen yiiksek pH degeri ile agiklanabilir. Ayrica
kalsiyum hidroksitin sert doku olusumunda onemli yere sahip olan alkalen fosfataz
aktivitesini indiikleme 6zelligi (247) biyolojik medyatdr olan EMD ile asidik ortamda

birlesince beklenen klinik sonuglar1 verecektir.

Kullanilan materyellerin pulpa dokusunda bulunan hiicreleri nasil aktive ettigine
dair ¢alismalar devam etmektedir. Reparatif dentin olusumunda, Dycal’ in ortamda var
olan odontoblastlart stimule ettigi, EMD’ nin ise kaynagi bilinmeyen ve pulpa
dokusunda bulunan yeni odontoblastlar sayesinde etki gosterdigi belirtilmektedir (237).
Yani EMD erken dentinogenesis asamasindaki biyolojik medyatdr gibi davranarak,
dentin kopriisii olusumuna katilmaktadir (237). Bu sonugla uyumlu olarak, dycal ve
EMD birlesimi, Dycal’ 1n hiicreler iizerindeki olumsuz etkisini azaltarak, hiicreler igin
uygun bir ylizey olusumu saglamaktadir. Yaptigimiz MTS testi ve SEM goriintiileri bu

durumu desteklemektedir.

1970 1i yillardan giiniimiize kadar olan sitotoksisite caligmalarini
inceledigimizde, kullanilan test materyellerinin  hiicreler {izerindeki etkisinin
anlasilmasinda, model kavite methodu, agar overlay methodu, milipore filter ve
radiochromium (249) gibi methodlarin kullanildigini gérmekteyiz. Ancak kullanilan bu
yontemlerin bazi dezavantajlara sahip olmasi arastirma sonucunda ortaya cikan
bulgular1 da olumsuz etkilemektedir. Ornegin Torabinejad’ m 1995 yilinda yaptig
sitotoksisite ¢aligmasinda agar overlay methodu kullanmasi, kullanilan materyelin
toksik komponentinin zamanla hiicre kiiltiir ortamina diffuze olmasina yol agtigindan,
amalgam ilk hazirlandig1 anda MTA’ ya gore daha az toksik bulunmustur (238). 1998
yilinda yapilan in vitro bir ¢alismada, kullanilan materyelin sitotoksik etkisi, ilk defa
hiicrelerle temasinda ortaya ¢ikan sitokin salinimiyla degerlendirilmistir (249). 2000’ 1i

yillarin basinda ise test materyellerinden elde edilen iceriklerin hiicreler {izerinde
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kullanildigim1  gormekteyiz (238, 239). Bu c¢alismalar1 takip eden yillarda, test
materyelinin yiizeyi ile hiicre kiiltiir besiyer hacmi arasindaki oranin Uluslararasi
standardizasyon organizasyonu (ISO) satandartlarina gore baz alinarak hesaplanmasiyla
hazirlanan teflon diskler kullanilmistir (250). Bizim kullandigimiz yontem, Thomson’
un 2003 yilinda yaptig1 ¢alismasinda (261), hiicreler ile materyelin direkt temasini
saglayan methoda benzemektedir. Bugiine kadar materyel yiizeylerinin EMD ile
kaplanarak hiicre kiiltiir ortamina temasinin saglandigi tek bir ¢alisma bulunmaktadir
(248). Inoue’ nin ¢alismasinda oldugu gibi ¢alismamizda da hiicre kiiltiiriinden 6nce
EMD, materyellerin tlizerine eklenmis, bir gece +4°C’ de bekletildikten sonra {izerine
hiicreler ekilmistir. Ancak yukarida bahsedildigi gibi bu ¢alismada kullanilan hiicre tipi,
materyel farkliligi, EMD’ nin uygulanma sekli ve incelenen testler, calisma
diizenimizden oldukga degisiktir. Sadece test materyelleriyle hiicrelerin direkt temas

etmesi ve yiizeylerinin EMD ile kaplanmasi agisindan benzerlik gostermektedir.

Hiicre canliligimin ve g¢ogalmasinin saptanmasi ig¢in metiltetrazoliumbromid
(MTS) testi kullanildi. MTS testi, canli hiicrelerin i¢inde bulunan mitokondrilerin
tirettigi suksinat dehidrogenaz enzim aktivitesini tespit ederek isleyisi degerlendirir.
Boylece kullanilan materyellerin, sadece canli hiicreler iizerindeki etkileri ortaya ¢ikar.
Bu yontem mekanizmasi, yasayan hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enziminin,
sar1 renkli, suda ¢dztinen MTS’ i [3 - (4,5- dimetiltiazol-2-yl) - 2,5 - difenil tetrazolium
bromide] suda ¢6ziinmeyen, koyu mavi renkte formazana doniistiirmesi esasina dayanir.
Reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan formazan miktari, canli kalan hiicre sayisiyla dogrudan
iligkilidir. Yapilan proliferasyon testinde EMD’ nin, hiicre canliligin1 korudugu ortaya
cikmistir. Bu sonu¢ periodontal fibroblastlar {izerindeki olumlu etkisiyle aym
dogrultudadir (111, 126, 140, 141, 142). Uc ayr1 hayvan dokusundan alinmis fibroblast
hiicre hatt1 tizerinde MTA ile yapilan in vitro bir calismada da, materyelin sitotoksik
etkisinin bulunmamasi, MTA’ nin biyouyumlulugunu agiklamaktadir (251). Jafari 2005
yilinda, dentin rejenerasyonu ve pulpa iyilesmesinde onemli yere sahip olan fare dis
pulpasi odontoblastlar1 ve diferansiye olmamis mezankim hiicreleri tizerinde bir ¢alisma
yapmustir. Ortaya ¢ikan bulgular, MTA’ nin bu hiicreler iizerinde apoptotik etkisinin
bulunmadigini hatta hiicrelerdeki DNA sentezini arttirarak dentin — pulpa kompleksinin

rejenerasyonuna katilabilecegini gostermektedir (252). MTA ve kalsiyum hidroksit
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bazli simanin insan dis pulpasi hiicreleri tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir
arastirmada, MTA’ nin hiicre ¢ogalmasini iyi 6l¢iide arttirdigi gozlenmistir (245, 253).
Ayni zamanda insan periodontal ligament ve gingival fibroblast hiicreleri iizerinde
yapilan in vitro ¢alisma sonucuna dayanarak, kok ucu dolgusu olarak rahatlikla
kullanilabilecegi belirtilmektedir (230, 238, 250). Hatta MTA’ nin ilk hazirlandigi anda
ve sertlesmesini takip eden 24 saat boyunca insan periodontal ligament hiicreleri
tizerinde ortaya ¢ikan sititoksik etkisinin, bagka kok ucu dolgu maddelerine kiyasla daha
diisiik bulunmasi (238) klinik kullanimdaki basarisini pekistirmektedir. Bu g¢alisma
sonucunun bulgularimizla uyumlu oldugunu gérmekteyiz. Kuafaj tedavisinde kullanilan
kalsiyum hidroksit bazli materyellerin enfeksiyonu kontrol altina almasi ve yara
iyilesme prosediiriinii stimule etmesi disinda, pulpa hiicreleri lizerinde dentinojenik bir
etkisi bulunmamaktadir (232). Bu da odontoblast farklilagmasinda neden Dycal’ 1 tercih
etmedigimizi agiklamaktadir. Dycal’ in sahip oldugu yiiksek pH degeri ile yara
yiizeyinde meydana getirdigi nekrotik tabaka sayesinde uyaran olusturmasi; Min’ in

(253) calismasindaki gibi, bu ¢aligmada da toksik etkili oldugunu gostermektedir.

Odontoblast ve osteoblast hiicreleri, sert doku olusturma 6zelligi ile dentin ve
kemik yapiminda rol oynarlar. Dentin olusumu i¢in, ilk olarak kalsiyum iyonlar1 ile
karakterize nodiil olusumu goézlenir (33, 83). Calismada kullanilan hiicrelerin,
odontoblastlara farklilasmasi igin, igerisinde [ gliserolfosfat ve askorbik asit bulunan bir
odontojenik besiyeri kullanilmistir (83). Hazirlanan bu soliisyonun 14 giin siireyle
uygulanmast, hiicrelerin farklilagsmasini saglayarak nodiil olusumunu basglatir. Olusan bu
sert doku Von Kosa boyamasi ile degerlendirilir. Von Kosa boyama testi, hiicrelerin
meydana getirdigi kalsiyum iyonlariyla giimiis katyonlarmin yer degistirmesi esasina
dayanir. Kalsiyum tuzlari, digsaridan eklenen glimiis nitrat soliisyonu sayesinde metalik
giimiise indirgenerek giimiis tuzlar haline gelir ve siyah bir goriintii verir. Mineralize
olmayan saha ise koyu sariya boyanir (254). Bu ¢alismada farkli bir yontem kullanarak
kuyucuklarin tabani test materyelleri ile kaplandig igin, olusan nodiiller sadece EMD
kullanilan grupta tespit edilebildi. EMD kuyucuk tabaninin seffafligini bozmadan
glimiis tuzlariin gozlenmesini saglamistir. Ancak MTA ile olusan glimiis tuzlar1 Von
Kossa boyamasi sirasinda yiizeyden uzaklasarak bu grupta nodiil olusumunun tespit

edilmesini onlemistir. Sonugta Von Kossa boyamasi ile EMD kullanilan grupta tespit
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edilen hiicresel nodiil olusumu, materyelin matriks mineralizasyonuna olan olumlu
etkisini ifade etmektedir. Bu ¢alisma sonucu, insan kemik iligi bag dokusu hiicrelerinin
kullanildig1 bagka bir Von Kossa boyama bulgusu ile ters diismektedir (255). Ayni
calismada, sonucumuzdan farkli olarak EMD’ nin kemik hiicresine farklilagmay1
olumsuz etkilemesi, kullanilan EMD miktari ile hiicre grubunun degisik olmas1 seklinde
aciklanabilir. Sican kemik iligi kok hiicreleri ile diseti fibroblastlarinin kullanildigi
baska bir in vitro calisma sonucu ise, EMD’ nin kemik iligi hiicrelerinin nodiil
olusumuna pozitif etki yaptigin1 gostermektedir. Diseti fibroblastlar1 iizerindeki Von
Kossa etkisi ise olumsuzdur (256). Bu ¢aligmada VVon Kossa boyamast ile tespit edilen
nodiil olusumu, 151k mikroskop goriintiisiiyle de desteklenmektedir. Bu sonug¢ ayni
zamanda EMD’ nin ALP enzim aktivitesi ve DSPP sentezinin incelendigi PCR
sonucuyla birbirini tutmaktadir. Bilindigi gibi DSPP miktari, nodiil olusumunu takiben

olan dentin matriks mineralizasyonu sonucunda ciddi bir artig gostermektedir (83).

ALP enzimi, kalsifiye doku olusumunda 6nemli bir yere sahiptir. Bu enzimin
aktivitesi, osteoblast ve odontoblast hiicreleri i¢in belirleyicidir (93). Aslinda bu enzim
aktivitesinin tespiti, Von Kossa boyamasindan farkli olarak ortamda bulunan hiicrelerin
odontoblast/osteoblast hiicresine farklilasmasini degerlendirir. Pulpadan alinan
fibroblastlar, disetindekilere gore alkalen fosfataz aktivitesini daha fazla gostermektedir
(33). Dis folikiilii 6ncii hiicrelerinin kalsifiye doku meydana getirdigini gosteren ¢aligma
da vardir (56). Calismamizdaki ALP aktivite sonuglari, EMD’ nin jerm halindeki
dislerden alinmis kok hiicreleri basarili sekilde uyardigini gdstermektedir. Bu sonug
Keila’ nin 2004 yilinda sican kemik iligi kok hiicrelerininin ALP aktivitesinin EMD
varliginda arttigini belirttigi calisma bulgusuyla da uyumludur. Ancak ayni ¢alismada
diseti fibroblastlar1 EMD varliginda beklenen ALP aktivite sonucunu vermemistir
(254). Hatta kalsiyum hidroksitin EMD ile kaplanmasi halinde olusan ylizey, si¢an
periodontal ligament fibroblastlarinin ALP aktivitesini az da olsa olumsuz etkilemistir
(248). Kullanilan materyeller hiicreler iizerinde mineralize nodiil olusumunu ve ALP
aktivitesini arttirarak osteojenik veya dentinojenik farklilasmaya katilmaktadir.
Yukaridaki calismada, EMD’ nin si¢can diseti fibroblastlar1 iizerinde mineralize nodiil
olusumu ve ALP aktivitesi acisindan olumsuz etkisine ragmen, matriks olusumunu

arttirmast ile iligkili olarak osteojenik farklilagmasindan bahsedilmektedir (254). Dis
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folikiil Oncli hiicrelerinin osteojenik farklilasmasinin BMP-2, 7 gibi faktorlerle
saglandig1 belirtilmektedir (48, 49). Ayn1 zamanda gelisimini tamamlamamis dentinde,
odontoblast farklilasmasinin BMP-2 ve BMP-4 ile olustugu ifade edilmektedir (97).
EMD’ nin ayni biiyiime faktorlerine (BMP 2,4,7) sahip olmasi (124, 133) bizim
calismamizda, DSPP ve ON sentezi ile ALP aktivitesi iizerinde ortaya ¢ikan olumlu
sonucu agiklamakta hatta MTA’ nin da ayn1 biiyiime faktoriinii (BMP-2) uyararak sert
doku olusumunda yer almasi (182) diisiincesiyle de uyumlu olmaktadir. Elde edilen bu
sonug, Min ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptig1 ¢alisma sonucuna uymaktadir. O
calismaya gore EMD, insan dis pulpasi kok hiicreleri tizerinde MTA’ nin odontoblastik
farklilasmasina sinerjik etki yapmakta, tek basina MTA, hem DSPP sentezinde hem de
ALP aktivitesinde yetersiz kalmaktadir. Ancak daha 6nceden de belirtildigi gibi, bu
calisma dizayninda da materyel ile hiicreler direkt temas etmemektedir (158). Min’ in
(158) ¢alismasina gore, MTA tek basina osteonektin (ON) sentezinde, daha iyi sonug
vermekte, DSPP sentezinde ise EMD ile birlikte kullanimi basarili olarak
gosterilmektedir. MTA’ nin kemik hiicresine farklilasmay1 odontoblast hiicre
farklilasmasina gore daha basarili bir sekilde sagladigi diisiiniilebilir. MTA’ nin insan
osteosarkom hiicrelerinde, enflamatuar sitokin (Interleukin - IL1a, ILIp ve IL6)
salimmmini  saglayarak kemik olusumuna katildiginin belirtilmesine (249) ragmen
osteoblast hiicrelerinde ALP aktivitesini etkilemedigi, bunun yani sira osteokalsin
sentezini arttirdigini gosteren in vitro ¢aligma da bulunmaktadir (256). Jerm halindeki
20 yas dislerinin biitiiniiyle kullanildigi baska bir laboratuar ¢alismasinda da, MTA ve
kalsiyum hidroksitin her ikisinin de agiga ¢ikmis pulpa dokusu iizerinde osteodentin
yapida, mineralize bir saha meydana getirdigi tespit edilmistir (233). Nakamura (237),
pulpotomi tedavisinde Dycal’ 1 kullandigi bir hayvan ¢alismasinda, kok kanalinin
daralmasina neden olacak sekilde dentin kopriisii olusumu gozledigini vurgulamaktadir.
Bunun aksine EMD pulpa fonksiyonunda herhangi bir degisiklie neden olmadan
reparatif dentin olusumu gostermistir (237). K&pek disleri tizerinde MTA ile yapilan bir
kuafaj calismasinda, MTA’ nin temasta bulundugu yiizeysel pulpa dokusu hiicrelerinde
enflamatuar reaksiyona sebep olmaksizin histolojik degisiklik yarattigi belirtilmektedir.
Uciincii haftanin sonunda da osteodentin bariyer olusumu SEM ve TEM analiziyle
gosterilmektedir (232). Reparatif dentinogenesiste, aciga ¢ikmis pulpa dokusunun

korunmasi i¢in kullanilan materyellerden, pulpa dokusuyla uyumlu bir sert doku
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bariyeri meydana getirmesi istenmektedir. Kalsiyum hidroksit ve MTA ile meydana
gelen bu mineralize sahanin, osteodentin yapida oldugunun belirlenmesi (232, 233),
pulpa hiicrelerinin bu materyeller karsisinda hem osteoblastik hemde odontoblastik
farklilagsmasini ifade etmektedir. Bununla beraber, yapilan g¢alismalar osteokalsin,
osteonektin ve dentin matriks proteininin (DMP1) hem dentin hem kemik igin ortak
proteinler oldugunu, ancak (DSPP) - dentin sialofosfoproteininin sadece odontoblast
hiicreleri icin 6zel oldugunu gostermektedir (83). Bu sebeple, uyararak farklilasmasi
saglanan hiicre DNA’ larinin, PCR analizi ile, dentine ozel protein karsisinda
cogaldiginin gosterilmesi gerekmektedir. Kiiltiirii yapilan insan pulpast hiicrelerinin
odontoblast farklilasmasinda ON protein sentezine rastlanmasi ve bu proteinin
odontoblast faklilagmasiyla iliskilendirilmesi (253) nedeniyle, bu calismadaki PCR
analizinde DSPP yaninda ON sentezine de yer verildi. Bu sonuglara gére, EMD ve
MTA basarili sekilde hem DSPP hem ON sentezini saglamaktadir. Ancak EMD, MTA’

ya gore daha basarili sonu¢ vermektedir.

Yapilan ¢alismalarda, MTA ve kalsiyum hidroksitin ortamda yarattigi alkalen
pH’ 1 kok dentininden biiyiime faktorlerinin salinimimi sagladigr ifade edilmektedir.
Hatta MTA sayesinde ac¢iga ¢ikmis pulpa dokusu iizerinde kristalin bir yap1 olustugu,
bunun yiizeyinde meydana gelen fibronektin tabakasinin da biiytime faktorleri i¢in ayni
etkiyi yarattig belirtilmektedir (232). Bununla uyumlu olarak reparatif dentinogenesiste
MTA ile olusan mineralizasyonda, BMP- 2’ nin aktif rol oynadig1 (182) ayn1 zamanda
BMP-2" nin insan dis pulpasi hiicrelerinin odontoblastlara farklilasmasini hizlandirdigi
(236) ve fare dislerinin gelisimi sirasinda DSPP sentezinden sorumlu oldugu (257)
belirtilmektedir. Yani MTA, dis pulpast hiicrelerinde BMP-2’ nin agiga ¢ikmasinda
etkin rol oynayarak odontoblast hiicre farklilagsmasi ve mineralizasyonu saglamaktadir.
Bu durum, MTA’ nin dis jermi kok hiicrelerinin odontoblastlara farklilasmasin1 ve ALP
aktivitesini olumlu etkiledigini gosteren caligma bulgularimizla da ayni dogrultudadir.
Ancak insan digeti fibroblastlar1 tizerinde yapilan bir baska ¢alismada da, MTA ile
iligkili TGF - B ve BMP — 2 salinimi ortaya konmakta ve insan diseti fibroblastlarinin
MTA ile karsilagtigi anda periodontal ligament fibroblastlari gibi davranarak kemik
tamiri ve sementogenesis ile iliskili genleri aktive ettigi vurgulanmaktadir (204). TGF-

B1’ in kopek dislerinin amputasyon tedavisinde pulpa dokusunun rejenerasyonunu
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engelledigini gosteren bulgulara (97) ragmen insan dis pulpasi kok hiicrelerinde
odontoblast farklilasmasimi sagladigin1 belirten ¢alisma da bulunmaktadir (258).
Kullanilan hiicre grubuna gore farkli sonuglarin ortaya ¢iktigini gormekteyiz. Daha
onceden de, bu calismada kullanilan dis jermi kok hiicrelerinin gesitliligine dair
aragtirmalarin olmadigina yukarida deginmistik. Ancak dis jerminin etrafinda bulunan
doku (dis folikiilii) disin agiz igerisine yiikselmesini takiben, yerini periodontal
ligamente birakir. Bu nedenle dis jermi kok hiicrelerinin dis folikiilii yaninda dis
pulpasina dair hiicreler icerdigini diisiinmekteyiz. Sonug¢ olarak dis folikiiliiniin
sementoblast, osteoblast ve periodontal ligament 6ncii hiicrelerini kapsamasi (50, 56),
bu ¢alismada kullanilan hiicreler karsisinda MTA’ nin odontoblast farklilasmasi yaninda

ON sentezi ve ALP aktivitesine yaptigt olumlu etkiyi agiklamaktadir.

Yapilan calismalarin ¢ogunda hiicrelerin materyellerle direkt temas etmedigi
goriilmektedir (158, 182, 204, 245, 251, 252). Ciinkii gerekli hiicre proliferasyonu ve
sayisi ancak hiicrenin yiizeye optimal atagsmam ile saglanmakta bdylece hiicreler
biiyiimeleri i¢in gereken, hiicre — yiizey ve hiicre — hiicre temasin1 kazanmaktadir. (251).
Bu sebeple, yapilan galismalarin ¢gogunda hiicrelerin islem gérmemis kiiltiir plaklarina
direkt temas ettigi belirtilmektedir. Ancak bu uygulama sekli, kullanilan materyel ile
hiicrelerin temasini Onleyerek, klinik kullanimi yansitmamaktadir (245). Hatta test
materyallerinin tabana yerlestirilip sertlesmesi saglandiktan sonra, istlerine belli
oranlarda konularak degisik yogunlukta elde edilen besiyerlerinin, ayr1 bir kuyucuga
ekilen hiicreler tizerindeki etkisinin incelendigi ¢caligmalar da bulunmaktadir (238, 239).
Hiicrelerin MTA ile temasindan olumsuz etkilendigini gosteren ¢aligmalarin (259, 260)
aksine bizim calismamiz gerek MTT boyamasi ile yapilan proliferasyon testinde
gerekse SEM goriintiilerinde olduk¢a basarili sonuglar vermektedir. Bu c¢alisma
sonuglar1 Thomson’ nin (261), fare sementoblast hiicreleriyle temas halinde bulunan
MTA’ nin, hiicrelerin atasmanini ve bilylimesini basarili sekilde sagladigini gdsteren
aragtirma bulgulariyla da uyumludur (261). Hiicrelerle materyelin direkt temas ettigi bir
baska calisma sonucunda yine MTA’ nin insan osteosarkom hiicreleri i¢in sitotoksik
olmadig tespit edilmistir (249). Fare odontoblast ve farklilasmamis mezankim hiicreleri

tizerinde MTA ile yapilan in vitro ¢aligma, materyelin bu hiicrelerin proliferasyonunu
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arttirdigini, bu durumun dentin rejenerasyonu agisindan, klinik kullanimda olumlu

sonuglara neden olacagi belirtilmektedir (252).

Hiicrelerin proliferasyonu, farklilagsmasi ve mineralize matriks olusturabilmesi
icin ortamdaki materyele adezyonu birinci kosuldur. Hiicrelerin {izerinde bulundugu
materyele adaptasyonu, bu materyelin toksik etkisiyle dogrudan iligkilidir. SEM analizi,
kullanilan madde ile hiicrenin temasini goriintiiler. Koh 1998 yilinda yaptig1 in vitro
calismasinda, hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in ilk defa SEM analizini
kullanmustir (249). Min ve ark.” larmin 2007’ de yaptig1 ¢alismasinda portland sement
ve dycal iizerindeki insan pulpa hiicrelerinin SEM goriintiilerini MTT proliferasyon
testiyle desteklemektedir (253). Elde edilen sonuglar, SEM ve MTT bulgularimizla
paralellik gostermektedir. Bulgularimizla uyumlu olarak, portland sement {izerinde
yayilan hiicrelerin proliferasyonu da basarili bulunmus, ancak Dycal’ in toksik etkisi,
hiicrelerin kendini birakmadan, daha yuvarlak goriintii vermesine sebep olmustur.
Yalniz bu ¢alisma diizeninde, SEM gorintiileri i¢in hiicreler 24 saatligine materyellerin
tizerinde inkiibe edilmis, proliferasyon testi ise materyaller ile hiicrelerin temasi
olmadan gergeklestirilmistir. Uyguladigimiz teknikte, Kklinik uygulamay1 yansitmasi
acisindan MTT ve SEM analizi, materyel - hiicre temasiyla saglanmistir. Thomson 2003
yilinda, fare sementoblastik hiicreleriyle MTA ve baska endodontik materyellerin direkt
temasini saglayarak SEM analizi ve osteokalsin sentezini incelemistir. Bizim g¢alisma
dizayn1 ve sonucumuzla uyumlu olarak, hiicreler 48 saat MTA {izerinde inkiibe
edildikten sonra SEM incelemesinde iyi bir adezyon gostermistir (261). Ancak
sementoblastik hiicrelerin mineralizasyonuna dair yapilan bu calismadan farkli olarak,
aragtirmamizda dis folikiilii yaninda dis pulpasi kok hiicrelerini de igerdigi diisiiniilen
dis jermi kok hiicrelerinin mineralizasyonuna da deginildi. Ileride pulpa kuafaji
amactyla kullanmak istenilen MTA ve dis jermi kok hiicrelerinin odontoblastik
aktiviteyi yeterli dl¢lide sagladig tespit edildi. EMD igin elde edilen veriler de olumlu
bulundu. Ancak MTA’ nin EMD ile kaplanmasi, MTA yiizeyine olumsuz etki
yapmistir. Bu sebeple MTA/EMD bilesiminin odontoblastik ve osteoblastik
farklilagmaya etkisi degerlendirilemedi. Bunun yanisira dis jermi kok hiicrelerinin EMD
ile kaplanmis Dycal karsisinda biyouyumlulugunun artmis olmasi, kuafaj amagli in vivo

kullanimina alternatif olusturabilir. Literatiire baktigimizda kalsiyum hidroksitin asidik
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ortamda artan iyon salinimi (169) ile ortaya ¢ikan OH™ miktari, antimikrobiyal etki
yaninda istenilen mineralizasyon ve kalsifikasyonu saglamaktadir (247). Kalsiyum
hidroksitin EMD ile kaplanarak sican periodontal ligament fibroblastlar1 iizerinde
kullanildig: bir calismada, sementle iligkili proteinlerin arttig1 gézlenmistir. Arastiricilar
elde ettikleri bu yiizeyin in vivo kosullarda sement olusumuna olumlu etki yapacagini
diistinmektedir (248). Fakat Dycal/EMD birlesimine dair PCR ve ALP aktivitesi
analizlerinin yapilmasi yerinde olacaktir. Hatta dis jerminin sahip oldugu hiicrelerin

detayli karakterlerinin incelenmesi de gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

1. DYCAL, MTA ve EMDOGAIN"’ in insan dis jermi kok hiicreleri iizerindeki
proliferatif etkisinin incelendigi deneyde, hiicreler 96 gozlii plaga ekildi.
Materyeller, EMDOGAIN ile kaplanarak uygulandi. Hiicre canlilik
analizinin 48 saat sonucuna gore, en iyi atasman EMDOGAIN ve Hiicre

Kiiltiir Plagi (HKP) grubunda saptandi (Sekil 3).

2. DYCAL, hem yiizeye tutunan hiicre sayisinin azhigi (Sekil 18A, B) hem de
bununla dogru orantili olarak MTS testinde ortaya ¢ikan sitotoksik etkisi

(Sekil 3) nedeniyle hiicrelerle biyouyumlulugu en az bulunan grup oldu.

3. EMDOGAIN ile kaplanan DYCAL, hiicreler i¢in daha az toksik bir yiizey
olusturdu (Sekil 3).

4. Ancak yinede DYCAL’ 1n ortamda bulundugu her iki SEM analizi sonucuna
gore, hiicreler EMDOGAIN ve HKP yiizeyinde biiyiiyenlerden morfolojik
olarak farkli gozlendi (Sekil 18A,B, Sekil 19A,B).

5. MTA, SEM analizi sonucuna gore hiicrelerin morfolojik yapisin
degistirmedi (Sekil 22A,B). Hiicre canlilik testi sonucunda ise DYCAL’ dan
daha az toksik bulundu (Sekil 3).

6. MTA’ nin EMDOGAIN ile kaplanmasi, DYCAL yiizeyinde oldugu gibi
istenilen sertlik ve piiriizsiizligii saglayamadi (Sekil 23A,B). Bu yiizeye
hiicrelerin ekimi sirasinda, MTA parcalarinin besiyeri i¢inde dagilmasi,

ylizeye tutunan hiicre sayisini da olumsuz etkiledi.

7. Hiicreler odontoblastik farklilagmalarinin saglanmasi amaciyla, 14 giin
boyunca odontojenik besiyeri ile indiiklendi. EMDOGAIN ile kaplanmis
ylizeyin, diger yiizeylere kiyasla ALP aktivite sonucu en iist seviyede oldugu
tespit edildi (Sekil 17).
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10.

11.

12.

13.

RealTime-PCR analizi sonuglari, EMDOGAIN’ in dis jermi kok hiicrelerinin
odontoblastik farklilagsmasi sirasinda ON ve DSPP sentezini uyardigini
gostermektedir (Sekil 7, 8).

MTA’ nin RealTime-PCR analizi sonucu ise, EMDOGAIN grubundan
oldukca diisiik seviyede olmak iizere ON ve DSPP sentezini uyardigini

ortaya koymaktadir (Sekil 7, 8).

Odontojenik besiyeri igeren (+) kontrol grubu hiicreleri, 14. giiniin sonunda
151k mikroskobu altinda incelendiginde, poligonal sekilleri, kalsiyum birikimi

ve kristal olusumu gozlendi (Sekil 11A,B).

Odontojenik besiyeri ve EMDOGAIN ile kapli yiizeyde bulunan hiicreler,
14. giiniin sonunda 151k mikroskobu altinda incelendiginde, poligonal

sekilleri ile kristal olusumu gozlendi (Sekil 13A,B).

Odontojenik besiyeri ve EMDOGAIN igeren hiicrelere Von Kossa boyamasi

yapildiktan sonra, 1sik mikroskobu altinda bakildiginda nodiil olusumu

izlendi (sekil 15, 16).

EMDOGAIN ve odontojenik besiyeri igeren grupta bulunan dis jermi kok
hiicrelerinin, morfolojik olarak poligonal sekil aldig1 ve sayica olduk¢a fazla

oldugu yapilan SEM analizinde goriilmektedir (Sekil 24A, B).
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