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OZET

Farkli Pulpa Kaplama Materyallerinin insan Dental Pulpa Kok Hiicreleri
Uzerindeki Toplam Antioksidan - Oksidan Seviyelerinin ve Gen Ekspresyon

Analizlerinin Degerlendirilmesi

Amagc: Bu calismada, cesitli pulpa kaplama materyallerinin (ProRoot® MTA,
Biodentine™, Pulpine Mineral, Endo Repair ve ZnOEu) insan dental pulpa kok
hiicreleri tizerindeki etkilerinin TAS - TOS analizleri ve TGF-31, BMP-2, ALP, Bcl-2
biyobelirteglerini ifade eden genlerdeki ekspresyon analizleri ile degerlendirilmesi
amagclanmistir.

Materyal ve Metot: Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
dondurulmus insan dental pulpa kok hiicreleri kullanilmistir. Filtre difiizyon testi, ISO
standartlarina uygun sekilde uygulanmistir. 24. ve 72. saatler sonunda; TAS-TOS
biyokimyasal analizleri sonrasinda gen ekspresyon degerleri qRT-PCR yontemi
kullanilarak &l¢iilmiistiir (n=3). Olgiimler arasindaki bagimsiz grup karsilastirmalarinda
Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Bulgular: ilk 24 saatte sadece ProRoot® MTA grubunun antioksidatif savunma
mekanizmas1 yiiksek bulunmustur. 24. ve 72. saatler arasinda oksidatif strese karsi
koruyuculugun tiim gruplarda artmis oldugu ve en yiiksek koruyuculugun Biodentine™
ve Pulpine Mineral gruplarinda; en zayif koruyuculugun ise ZnOEu grubunda oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Diger materyallere kiyasla Biodentine™ ve Endo Repair
materyallerinde TGF 31, BMP-2 ve ALP gen ekspresyonlarin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (p<0.05). 24. ve 72. saatler arasinda tim gruplarin Bcl-2 ekspresyon
degerlerinde azalma gerceklestigi tespit edilmistir. 72 saat sonunda kontrol grubuna
kiyasla Endo Repair ve ProRoot® MTA gruplarinda yiiksek Bcl-2 gen ekspresyonu
gozlemlenmistir (p<0.05).

Sonug: Elde edilen TAS ve TOS degerlerine gore tiim materyallerin pulpa kok
hiicreleri  lizerinde antioksidan savunma mekanizmasint  harekete gecirdigi
belirlenmistir. Biodentine™ ve Endo Repair gruplarmin, biyouyumluluklar1 yani sira
biyoaktivitelerinin de iyi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkalen Fosfataz, Biodentin, B Hiicreli Lenfoma Geni-2,
Cinko Oksit Ojenol, Hiicre Kiiltiirii, Kalsiyum Fosfat, Kemik Morfogenetik Faktdr 2,
Mineral Trioksit Agregat, Oksidatif Stres, Propolis, Transforme Edici Biiylime Faktorii
Beta 1, Toplam Antioksidan Seviyesi, Toplam Oksidan Seviyesi.



ABSTRACT

Evaluation of Total Antioxidant - Oxidant Status and Gene Expression Values of

Various Pulp Capping Materials on Human Dental Pulp Stem Cells

Aim: The aim of this study was to evaluate the effects of various pulp capping
materials (ProRoot® MTA, Biodentine™, Pulpine Mineral, Endo Repair and ZnOEu) on
human dental pulp stem cells with TAS-TOS analyzes and gene expression values
remarking TGF-p1, BMP-2, ALP and Bcl-2 biomarkers.

Materials and Methods: In our study, American Type Culture Collection
human dental pulp stem cells were used. The filter diffusion test was applied in
accordance with ISO standards. At the end of the 24th and 72nd hours; after TAS and
TOS biochemical analysis, gene expression levels were measured by gRT-PCR method
(n=3). Kruskal Wallis Variance Analysis and Mann-Whitney U test were used for
independent group comparisons between the measurements.

Results: During the initial 24 hours, we observed that only the ProRoot® MTA
group had a high antioxidative defensive mechanism. We determined that the
antioxidative defense level had been increased in all groups with the highest value in
Biodentine™, Pulpine Mineral groups while the lowest antioxidative defense level seen
in ZnOEu group in between the 24-72nd hours (p<0.05). TGF p1, BMP-2 and ALP
gene expressions were found to be more frequent in Biodentine™ and Endo Repair
materials in relative to the other materials. (p<0.05). It was observed that Bcl-2 gene
expression levels decreased in all materials at the end of 72" hours. Endo Repair and
ProRoot® MTA groups performed overexpression in comparison to the control group
after 72 hours (p<0.05).

Conclusion: According to the TAS and TOS values, it was determined that all
materials have an oxidative effect on pulp and act antioxidant defense mechanism. We
also found that Biodentine™ and Endo Repair groups had good bioactivity as well as

the biocompatibility.

Keywords: Alkaline Phosphatase, B cell lymphoma-2 gene, Biodentine, Bone
Morphogenetic Protein-2, Calcium Phosphate, Cell Culture, Mineral Trioxide
Aggregate, Oxidative Stress, Propolis, Total Antioxidant Status, Total Oxidant Status,

Transforming Growth Factor Beta-1, Zinc Oxide Eugenol.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABTS* : 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline)
ALP : Alkalen Fosfataz

Ark : Arkadaslari

ATCC : Amerikan Tipi Kiiltiir Kolleksiyonu
Bcl : B hiicreli lenfosit

BF . Biiylime Faktorii

BHK-21 : Hamster bobrek fibroblastlar1 hiicre kiiltiirti
BMP : Kemik Morfogenetik Biiylime Faktorii
BrDU-LI : Hiicre Proliferasyon Orani

BSP : Kemik Sialoproteini

°C : Santigrat Derece

Ca(OH)2 : Kalsiyum Hidroksit

cDna : Komplementer DNA

CEM : Kalsiyumla Giiglendirilmis Siman
Cm : Santimetre

CO2 : Karbondioksit

CSCR : Rezin Igerikli Kalsiyum Silikat Siman
dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DSP : Dentin Sialoproteini

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EquiV./L : Equivalent/ Litre

FAS/ TRAIL-R : Apoptozisle iligkili 6lim reseptorleri
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1. GIRIS

Dis hekimligi alanina her gegen giin farkli 6zelliklere sahip birgok yeni materyal
dahil edilmektedir. Teknolojideki gelismelere ragmen biyouyumlu, yiiksek
antimikrobiyal ve mekanik o6zelliklere sahip biyomateryal gereksinimi halen devam
etmektedir.! Restoratif materyallerin pulpanin canliligin1 devam ettirebilmesi i¢in toksik
olmamas1 ve ayni zamanda doku iizerinde iyilestirici potansiyele sahip olmasi biiylik
Onem tasimaktadir.

Cocuklarda olusan dental ve orofasiyal problemlerle miicadele etmek amaciyla
ortaya cikmis olan cocuk dis hekimliginde de; Onleyici, koruyucu, restoratif ve
endodontik amaglar basta olmak {iizere farkli amaglarla, cesitli materyaller
kullanilmaktadir. Bu materyallerin dogrudan veya dolayli olarak canli doku ile temas
halinde olmalar1 dolayisiyla biyouyumlu olmalar1  gerekmektedir. Restoratif
materyallerin biyouyumlulugunu degerlendiren arastirmalarda cesitli test yontemleri
bulunmakla birlikte yaygin olarak hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirii testleri
kullamlmaktadir.? Hiicre kiiltiirii test yontemleri daha iyi standardize edilebilir ve
tekrarlanabilir 6zellikte olmalarinin yaninda hayvan deneylerine kiyasla uygulanmalari
kolay, daha az zaman alan ve ekonomik testler olduklari i¢in tercih edilmektedir.® 4

Testlerin belirli standartlara uygun olarak yapilabilmesi igin Uluslararasi
Standartlar Organizasyonu [International Organization for Standartization (ISO)]
tarafindan birtakim Kriterler belirlenmistir. ISO standartlarinda in vitro sitotoksisite
degerlendirmeleri i¢in Onerilen test metotlari; direkt hiicre kiiltiirii (direkt temas testi ve
ekstrakt testi), bariyer test metodu, agar diflizyon testi ve milipor filtre difiizyon
testidir.!? Dis hekimliginde kullanilan materyaller icin farkli temas yontemleriyle

yiirlitiilmiis toksisite ¢alismalar1 bulunmaktadir. Farkli temas sekillerinin sitotoksisite



sonuglari tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya gore direkt temas ve indirekt
testler arasinda iyi bir iliski bulunmus, en az hassasiyeti ise ekstrat testi gdstermistir. >/

Aerobik organizmalarin oksijen kullanimindan sonra yaklasik %1-2 oraninda,
serbest radikaller seklinde reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir.®
Serbest radikal iiretimi, antioksidan savunma mekanizmasi tarafindan baskilanmaktadir.
Bu durum ger¢eklesmediginde meydana gelen oksidatif stres biyomolekiillere gesitli
mekanizmalar yoluyla hasar vermektedir.® Oksidatif stres, son yillarda toksisitenin olas1
bir mekanizmasi olarak kabul edilmektedir.’® Biyolojik sivilardaki toplam antioksidan
seviyesi (TAS) degerlerinin 6l¢iilmesinin kolay, hizli uygulanan ve ¢ok sayidaki 6rnek
degerlerinin birlikte analiz edilmesine imkan sagladig: belirtilmistir.!!

Cocuk dis hekimliginde cesitli amaglarla kullanilan materyallerin sitotoksik
ozellikleri ile ilgili olarak ulasilabilen verilerin smirl sayida oldugu gériilmektedir.'? Bu
nedenle ¢aligmamizda ¢ocuklarin dental islemleri icerisinde yaygin sekilde yer bulan
vital pulpa tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa kaplamasi1 amaciyla kullanilan bazi
materyallerin (ProRoot® MTA, Biodentine™, Pulpine Mineral, Endo Repair ve ZnOEu)
insan dental pulpa kok hiicreleri (hDPSC) iizerinde zamanla meydana getirdikleri
sitotoksik etkilerinin, in vitro milipor filtre difiizyon yontemi kullanilarak Toplam
Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesi (TOS) analizi degerleri
incelenerek ortaya konulmasi amaglanmustir.

Pulpa dokusunun periferik olarak dentin matriksi ile dogrudan temas halinde
diizenlenmis olan odontoblast adi1 verilen 6zel hiicrelerden olusan mezenkimal orijinli
yumusak bir doku olmasi ve vital pulpa tedavilerinin amacinin, pulpa — dentin
kompleksinin canliliginin korunmasi olmasi dolayisiyla dental materyallerin toksik
etkilerinin yam1 sira enflamasyonu simirlandirma ve tersiyer dentinogenezis

mekanizmasimi indiikleme yetenekleri ile doku {lizerindeki biyoaktivitelerinin



degerlendirilmesi de son derece onemlidir.'® Bu nedenle galismamizda, materyallerin
uygulanmasiyla pulpadaki TGF-81, BMP-2, ALP ve Bcl-2 biyobelirteglerini ifade eden
genlerdeki gen ekspresyonlart Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real
Time Polimerase Chain Reaction, gRT-PCR) yontemi ile degerlendirilerek
kalsifikasyon, mineral depozisyonu, odontoblast benzeri hiicrelerin diferansiyasyonu,
tamir stirecindeki etkinlik ve apoptozisin onlenmesi Ozelliklerinin ortaya konulmasi
amagclanmustir.

Calismamizda test edilen HO hipotezleri su sekilde kurulmustur: (1) Kullanilan
materyallerin 24. ve 72. saatlerdeki antioksidan - oksidan seviyeleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir; (2) kullanilan materyallerin 24. ve 72.
saatlerdeki gen ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dis Dokulari

Gastrointestinal sistemin baslangicinda biiyiik 6neme sahip olan, kron ve kok
olmak tizere iki kisimdan olusan dis organinin agiz i¢erisinde goriinen boliimiinii ifade
eden kron kismini viicuttaki en mineralize doku olan mine dokusu 6rtmektedir. Sadece
kron boliimiinde bulunan mine dokusu, ameloblast hiicrelerinin salgiladigi organik
matriksin kalsifikasyonu sonucu iiretilmektedir.!**” Hem kronda hem de kokte bulunan
ve dis yapisinin sert dokulari igerisinde hacimce en biiyiik kismini olusturan dentin
dokusu ise odontoblast hiicrelerinin salgiladigi kollajenden zengin organik matriksin
kalsifikasyonu ile olusmaktadir. Dentin dokusunun asil gorevi, pulpa dokusu igin
koruma ve mine dokusu i¢in ise destek saglamaktir. Sadece kok kisminda yer alan
sement dokusu ise, dis organinin diger kalsifiye dokusudur ve mine ile dentinden daha
az mineral icermektedir.'® 1/
Ektomezenkim hiicreleri veya noral krest hiicreleri tarafindan iiretilen pulpa

dokusu ise gevsek bag dokusudur.!’

Dentini olusturan odontoblast hiicrelerinin
govdeleri pulpa igerisinde bulunmakta iken sitoplazmik uzantilari ise dentin tiibiilleri
icine uzanmaktadir. Yapt ve kompozisyonlarindaki farkliliklara ragmen birbirleriyle
cok yakin iliskide bulunmalari; birinde olusan fizyolojik ve patolojik reaksiyonlarin
digerini de etkilemesi sebebiyle pulpa ve dentin dokularini birlikte ele almak son derece
onemlidir ve pulpa - dentin kompleksi adi altinda incelenmeleri dogru bir
yaklasimdir, > 161819

2.1.1. Dentin Dokusu

Pulpa - dentin kompleksinin sert doku fragmanini olusturan dentin dokusunu

agirlikca yaklasik %70 oraninda inorganik maddeler, %20 oraninda organik matriks,



%10 oraninda ise su olusturmaktadir. Inorganik béliimiin en 6nemli komponentini
[Ca10(PO4)s(OH)2] formiiliine sahip olan hidroksiapatit meydana getirmektedir. Organik
matriksin ise %90 oranindaki biiyiik boliimiinii kollajen'®, geri kalan %10 oranindaki
bolimiinii ise glikoproteinler, fosfoproteinler, proteoglikanlar, biiyiime faktorleri ve
yaglar meydana getirmektedir.?® 2! Dentin dokusu, morfolojik yap1 ve histolojik dzelligi
bakimindan siit ve siirekli disler i¢in benzer olmakla beraber siit dislerinde prenatal ve
postnatal olmak {izere iki tabakadan olusmaktadir. Prenatal dentinin yogun ve homojen
yapisina karsilik postnatal dentinin daha az yogun ve daha pordz bir yapisinin oldugu
belirtilmektedir.6 20

2.1.1.1. Primer Dentin

Disin gelisimi sirasinda olusmaya baslayan dentin tipi olan primer dentinin
biiyiik boliimii dis siirmeden once olusmaktadir.’® flk olusan dentin, manto dentini
olarak tanimlanmaktadir. Primer dentin tabakasinin en iistiinde, konumuna goére mine
veya sement tabakasinin hemen altinda yer alan manto dentininin kalinlig1 ancak 150
um kadardir. Altinda kalan dentine gore daha az mineralizedir.!® 2 Odontoblast
hiicrelerinin primer dentini olusturmalarinin ardindan disin siirmesi sonrasinda da dentin
yapimimna daha yavas sekilde devam etmeleri sirasinda dentin igine uzantilarini
birakmalar1 sonucunda dentin tiibiilleri olusmaktadirlar. Dentin dokusunun canli bir
doku oldugunun gostergelerinden biri de odontoblast uzantilarinin dentin tiibiillerinin
i¢inde bulunmasidir.?

2.1.1.2. interglobiiler Dentin

Primer dentinin manto dentine yakin bdlgelerinde bulunan; dentin olusumu
sirasinda, vitamin D eksikligi veya floriir iyonunun fazla alinmas1 gibi faktorlere bagl

olarak mineralize olmamis veya daha az mineralize dentin alanlar1 ise interglobiiler



dentin alanlaridir. Hipomineralizasyonun nedeni mineralizasyon esnasinda kalsifiye
olmus kiiresel alanlarin olgun dentin i¢inde tam olarak birlesememesidir.??

2.1.1.3. Predentin

Mineralize olmamis organik matriksin odontoblast tabakasi1 ve mineralize dentin
arasinda bulunan béliimii, predentin admni almaktadir. Ozellikle tip | ve tip Il primer
kollajenden olusan makromolekiiler yapisinin yani sira glikoproteinler, proteoglikanlar,

glikozaminoglikanlar ve dentin fosfoproteininden meydana gelen®:

predentin
tabakasi, siit dislerinin koronal bdlgesinden kokiin orta {igliisine dogru azalim
gostermekte ve apikal bolgede kaybolmaktadir.?*

2.1.1.4. Sekonder Dentin

Kok gelisiminin tamamlanmasindan sonra olusan dentin ise sekonder dentin
olarak tanimlanmaktadir.’® Embriyonik dénemde primer dentinogenezis sirasinda
gerceklesen olaylar dizisi, olgun dis igin pulpadaki tamir mekanizmalarinin baglamasini
saglayan sekonder dentinogenezis seklinde tekrar gergeklesmektedir.?® Ayni odontoblast
hiicreleri tarafindan olusturulmalari nedeniyle primer dentin tabakasina kiyasla daha
diizensiz olsa bile sekonder dentin tabakasinin da tiibiiler yapinin devamlilik gosterdigi
goriilmektedir. Kok olusumunun tamamlanmasinin ardindan disin fonksiyonel olmasini
saglamak amaciyla odontoblastlarin primer dentinin pulpal tarafinda iiretimine devam
ettigi sekonder dentini primer dentinden ayiran en 6nemli farlilik, daha yavas bir hizda
salgilanmasidir.’

2.1.1.5. Tersiyer Dentin

Pulpanin mikrobiyal, mekanik, termal, veya kimyasal faktorler tarafindan
hasarlanmasi; ¢esitli inflamatuar cevaplar1 aktive eden kompleks vaskiiler, lenfatik ve
lokal doku reaksiyonlarini tetiklemektedir.?® Disin ¢iiriik, restoratif islemler, kimyasallar

ve travma gibi degisik uyaranlara cevap olarak yasami boyunca sekillenmeye devam



eden dentin matriksine ise tersiyer dentin adi verilmektedir. Tersiyer dentin; irregiiler
sekonder dentin, irritasyon dentini, reaksiyoner dentin ya da reperatif dentin olarak da
ifade edilmektedir.'6:

Cevresel uyarana cevap olarak pulpa - dentin ara ylizeyinde depolanan bir dentin
matriksi tabakasi olarak tanimlanan tersiyer dentinin olusmasina neden olan stimulus
nispeten 1limli derecedeyse, etkilenen fakat yasamaya devam eden odontoblastlarin
dentin matriksi sekresyonu ve depolanma hizinda bir artis meydana gelmektedir. Bu
sekilde uyarana bir cevap olarak, varligin siirdiiren post - mitotik odontoblast hiicreleri
tarafindan salgilanan tersiyer dentin matriksine reaksiyoner dentin adi verilmektedir.?’

Primer dentin ve fizyolojik sekonder dentin sekresyonundan sorumlu olan orjinal
post - mitotik odontoblastlarin 6liimiine neden olacak kadar daha kuvvetli bir uyaran
varhiginda ise, pulpa - dentin kompleksindeki sartlar elverisli oldugunda odontoblast
benzeri hiicreler tarafindan salgilanan tersiyer dentin matriksine reperatif dentin adi
verilmektedir.?"-

Primer ve sekonder dentinden farkli olarak tersiyer dentin, sadece dis
uyaranlardan etkilenen bolgelere yakin pulpal yiizeylerde, sekonder odontoblastlar yani
odontoblast benzeri hiicreler tarafindan iretilmektedir. Bu dentinin o6zellikleri ve
miktari, meydana gelen odontoblast cevabi ile orantilidir. Bu cevabi uyaranin
yogunlugu, siddeti ve siiresi belirlemektedir. Tersiyer dentin pulpay1 koruma amaghdir.
Diizensiz ve az sayida dentin kanallarina sahiptir.3® 3

2.1.1.6. Dentin Tiibiilleri

Derin dentinin hacimce %30’unu, yiizeyel dentinin ise %1’ini olusturan ve
materyallerin dentine gecisini {istlenen major kanallar dentin tiiblilleri olarak
adlandirilmaktadir. Mine - dentin ve sement - dentin birlesiminden pulpaya kadar biitiin

dentin boyunca uzanmaktadirlar. Dis dentin, merkezi dentin ve pulpal dentinde mm?’de



sirastyla 15000, 25000 ve 55000 tiibiil bulunmaktadir. Dentin tiibiillerinin ¢api; mine
dentin smirinda 0,6-0,8 um, dentinin orta bolgesinde 1,2 um ve pulpal kisimda ise
yaklasik 2,5 pm’dir.*? Dentin tiibiillerinin her birinin i¢inde bir odontoblast uzantis1 ve
dentin lenfi adi verilen sivi bulunmaktadir. Dentin lenfi albumin, immunglobulin G
(IgG), transferin, tenascin ve proteoglikan gibi kompleks protein karigimlarini
icermektedir.?? 3% 33 Ayrica, sinir lifleri ve mineralize olmamis kollajen lifler de
bulunabilmektedir.3* Pulpaya yaklastik¢a ¢aplar1 genisleyen tiibiillerin igindeki dentin
lenfinin odontoblastlardan disariya dogru yaptigi ve odontoblastlarin mekanoreseptor
gibi davrandigini gosteren hareket, dentin duyarliligmin birincil etkenidir.®

2.1.1.7. Sirkumpulpal Dentin

Sirkumpulpal dentin, dentin tiibiillerini ¢evrelemesi dolayisiyla pulpaya dogru
sikligi artan, nispeten daha hipermineralize olan peritiibliler ve intratiibiiler dentin
tiplerinden olusan dentin grubudur.3% %

2.1.1.8. Intertiibiiler Dentin

Intertiibiiler dentin, dentin tiibiilleri arasinda kalan ve dentine gerilme Kuvveti
saglayan, iyi mineralize dentin tipidir. Yapisinda; fosfoprotein, proteoglikan, v-
karboksiglutamat iceren proteinler, glikoproteinler ve baz1 plazma proteinleri
bulunmaktadir. Intertiibiiler dentin, predentin bolgesinde dentin alanmin yaklasik
%12’sin1, mine-dentin sinirinda ise %96’sm1 kaplamaktadir. Dentinde birim hacme
diisen kollajen miktar1 mine - dentin smirindan pulpaya dogru azalmaktadir.?? 3’

2.1.2. Pulpa Dokusu

Pulpa - dentin kompleksinin yumusak doku fragmanini olusturan ve disin apikal
bolgesine kadar uzanan dental pulpa dokusu; hiicreler, lifler, kan damarlar1 ve sinir
aglar1 icermekte olan, rijit mineralize dokuyla g¢evrelenmis, olduk¢a kiiciik hacimli

(~10-100 pl) ve yiiksek derecede dzellesmis bir mezensimal dokudur.?? 3839



Pulpanin yapisina ve isleyisine bakildiginda, gorevinin embriyonel hayatta
dentin sentezlemek, post-eriiptif sathada da daha uzun zaman is gorebilmesi igin ¢esitli
nedenlerle hasar goren dentinin fizyolojik ve biyolojik vitalitesini hassas bir alarm
sistemi olan agr1 mekanizmasi sayesinde korumak oldugu gériilmektedir.®

Pulpa, icerdigi kompleks yapr ile bir takim gérevlerde rol almaktadir.?® Bunlar;

Nutritif fonksiyon: Kapiller ag araciligi ile pulpa - dentin biitiiniiniin
beslenmesini saglamaktadir.

Defansif fonksiyon: Odontoblastlarin yaralanmasiyla pulpa - dentin kompleksi
savunmaya gegmektedir.

Sinirsel fonksiyon: Pulpanin duyu sinirleri, Nervus Trigeminus’un (V. kafa
cifti) maksiller ve mandibuler kollarinin dallanmalaridir. Motor sinirler, otonom sinir
sisteminin sempatik boliimiinden gelmektedir.

Formatif fonksiyon: Bu fonksiyon sayesinde dis canli kaldigi siirece dentin
olusturarak, asinma ve ¢iiriik nedeni ile pulpanin agilmasin1 6nleyerek ayni zamanda
savunma fonksiyonunu desteklemektedir.?®

2.1.2.1. Pulpa Tabakalar

Pulpa dokusu periferden merkeze dogru odontoblastik tabaka, hiicreden fakir
tabaka, hiicreden zengin tabaka ve santral pulpa tabakasi olmak iizere dort tabakadan
meydana gelmektedir.

Odontoblastik Tabaka: En dis bolimde yer alan ve predentinle komsuluk
gosteren odontoblastik tabakada sinir lifleri, odontoblast hiicre gévdeleri ve hiicreler
arasinda terminal kapiller bulunmaktadir.!®?* Kollajen sentezleyerek mineralize olabilen
dentin martiksi meydana getirmelerinin?4° yan1 sira dentin sialoproteini, proteoglikan,
ve fosfoforin sentezlemektedirler.!®2%2! Dentine 6zgii olan fosfoforin diger mezensimal

hiicrelerde bulunmamaktadir.** Odontoblastlar ayrica dentinogenezisde rol oynayan



alkalen fosfataz ve predentin matriksi tarafindan resorbe edilen materyallerin
parcalanmasinda gorev aldig1 bilinen asit fosfataz enzimlerini salgilamaktadir.®

Hiicreden Fakir Tabaka: Odontoblastik tabakanin altinda bulunan yaklagik olarak
40 um genisligindeki hiicreden fakir tabaka, Weil Zonu ya da Subodontoblastik Tabaka
olarak da adlandirilmaktadir. Bu boéliimde, miyelinsiz sinir lifleri ve fibroblastlarin
sitoplazmik uzantilar1 bulunmaktadir.’®* Bu tabakada yer alan duyusal sinirlerin
spesifik agr1 reseptorleri odontoblastik tabakanin igerisine girmekte ve %10 -20’si
dentin tiibiilleri icine kadar uzanabilmektedirler.!® Hiicreden fakir tabaka, pulpanin
fonksiyonel durumuna bagl sekilde varlik gdstermektedir. Hizli dentin lireten geng
pulpa dokusunda ve reparatif dentin tdretimi goriilen yash pulpa dokusunda
goriilmemektedir.!® Siit disi pulpa dokusunda da varligindan bahsedilmemektedir.?*

Hiicreden Zengin Tabaka: Siirme esnasinda pulpanin merkezindeki hiicrelerin
perifere dogru hareket etmesi sonucunda olusan tabakada ¢ok sayida fibroblast hiicresi,
makrofaj, lenfosit, dendritik hiicre ve farklilasmamis mezensimal hiicre bulunmaktadir.
Farklilasmamis mezensimal hiicrelerinin gorevi hasarlanan odontoblastlarm yerine,®
odontoblast benzeri hiicrelerin®® olugmasini saglamaktir.

Santral Pulpa Tabakasi: Pulpa 6zii olarak da ifade edilen en i¢ tabakada biiyiik
kan damarlar1 ve sinir lifleri ve pleksuslar bulunmaktadir. Pulpa dokusunda
proprioseptif sinir lifleri bulunmamaktadir.l® Myelinli A- lifi ve myelinsiz C- lifi olmak
tizere iki tip somatik afferent sinir lifi agr1 impulsu tasimaktadir. Daha seyrek olarak
sempatik sinir sisteminden gelen miyelinsiz sinir lifleri bulunmaktadir. Kan
damarlarinin iizerinde sonlanan sinir uclar1 sayesinde kan akiminin diizenlenmesinde

vasomotor kontrol yapilmaktadir.*

10



2.1.2.2. Pulpanin Hiicresel Komponentleri

Pulpanin  hiicresel komponentini olusturan elemanlar; odontoblastlar,
fibroblastlar ve immunokomponent hiicre grubundaki makrofajlar, dentritik hiicreler,
polimorf niiveli 16kositler, mast hiicreleri, indiferansiye mezensim hiicreleridir.®

Odontoblastlar:  Dislerin  gelisimi  sirasindaki  ve  sonrasindaki  dentin
formasyonundan sorumlu olmasi bakimindan pulpa - dentin kompleksindeki en énemli
hiicresel elemandir. Pulpanin en dis bolimiinde tek sira halinde dizilim gosteren
odontoblastlar, gevsek bag dokusu karakterindeki pulpanin predentinle arasindaki sinir1
olusturmaktadir. Koronal pulpada uzun ve silindir seklinde olan bu hiicreler 6zellikle
pulpa boynuzlarinda ¢ok sayida olmalar1 nedeniyle yalanci ¢ok katli bir goriiniim
almaktadir. Odontoblastlarin  boylar1 birbirinden farkli olup ¢ekirdekleri farkli
seviyelerde bulunmaktadir. Genellikle kok pulpasinin orta tgliisiinde kiibik goriiniim
kazanmakta, kokte krona kiyasla daha genis alana yayilmis olmalar1 ve birim alanda
daha az sayidaki tiibiil sayis1 nedeniyle apikal agikliga dogru giderek yassilasmaktadir.??

Hiicrelerin arasinda yaklasik olarak 30 um ile 40 um biiyiikliigiinde bosluklar ve
komsu odontoblastlar ile 6zel baglanti olusumlart bulunmaktadir. Bu olusumlar;
desmozomlar, gegirgen baglantilar (gap junction) ve siki baglantilardir (tight junction).
Kok gelisiminin tamamlanmas:t sonrasi odontablastlarin boylar1 kisalmakta ve
organelleri sayica azalma gostermektedir.*®

Ayrica odontoblastlar, prolifere olma yetenegi sinirli olan post mitotik noral kret
kokenli oldukca 6zellesmis hiicrelerdir.3®*® Dentin dokusunun organik matriksi igin
gerekli olan kollajen ve proteoglikanlarin ayrica kemik sialoproteini, dentin
sialoproteini, dentin fosfoproteini, dentin sialofosfoproteini, dentin matriks proteini-1,
fosforin, osteokalsin, osteonektin, osteopontin gibi dentin biyobelirtegleri olarak bilinen

nonkollajendz proteinlerin iiretilmesinde gérev almaktadir.®

11



Disin reperatif 6zelligi, ylizeyel ¢iiriik lezyonlarinin odontoblastik hiicrelerin
sekretuar aktivitesini arttiracak sekilde stimule etmesi olarak ortaya ¢ikmaktadir.*’” Eger
uygun sartlar olusursa odontoblastlar, primer ve sekonder dentine gore mineralizasyon
acisindan daha az organize olmus reaksiyoner tersiyer dentini olusturur.® Olusan bu
yeni dentin, pulpay1 bakteri ve bakteri iiriinlerine kars1 korumaktadir.

Fibroblastlar: Pulpa dokusunda en fazla bulunan hiicre tipi fibroblastlardir.
Pulpanin predominant hiicre tipi grubu olan fibroblastlar, jelatin yapisindaki interseliiler
matriksin yapimindan sorumludur.®® Tip | ve tip 11l kollajenin yam sira proteoglikan,
fibronektin ve glikozaminglikan sentezlemektedir. Boylece ekstraseliiler matriks
proteinleri tiretilmektedir. Fibroblastlar ayn1 zamanda pulpadaki kollajen yikimindan da
sorumludur. Geng fibroblastlarin odontoblastlara farklilasabilme yetenegi nedeniyle de
pulpanin vitalitesi fibroblastlarin saglikli olmasiyla iliskilidir. Bu nedenle fibroblast
sayisindaki azalmayla pulpadaki kollajen liflerin artist birbiriyle paralellik
gostermektedir. Fibroblastlarin pulpa boyunca yayilim gosterdikleri ve ozellikle
subodontoblastik tabakanin altindaki hiicreden zengin tabakada bulunduklar
goriilmektedir.®® Farklilasan fibroblastlar poligonal sekillidir ve ekstraselliiler matriks
icerisinde esit dagilim gostermektedir.?®

Makrofajlar: Monosit ve lenfositlerden farklilagarak kan dolasimi ile pulpaya
katilan'®*®  makrofajlar, dokulara girip histiyositlere doniisim  gdstermektedir.
Cogunlukla kan damarlarinin yakininda bulunan makrofajlarin biiyiik bolimii aktif
olarak fagositoz ve endositoz yapmaktadir. Fagosite ettiklerinin par¢alanmasini
lizozomal enzimler ile gerceklestirmektedir.!® Fagositoz disinda yiizeylerindeki MHC
(Major Histocompatibility Complex) smif II molekilii ile antijen tanima ve T
lenfositlerin  hafiza hiicrelerine antijen sunma gdrevi iistlenebilmektedir.?>*°

Makrofajlar, enflamatuarlarla aktive edildiklerinde IL-1 (Interlokin-1), TNF (Timér
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Nekrotize Edici Faktor), bazi sitokinler, biiyiime faktorleri gibi enflamasyon siirecindeki
olusumlari da sentezleyebilmektedir.!® Aktif yasam siireleri bir hafta kadardir.16®

Dentritik Hiicreler: Antijen sunan hiicreler olarak tanimlanan dentritik hiicreler,?
Ozellikle lenfoid dokular olmak iizere tiim bag dokularina dagilim gostermektedir.
Isimlerini aldiklar1 dendritik sitoplazmik uzantilar1 ve hiicre membranlari iizerindeki
antijen tanityict MHC smuf II molekiilleri ile varlik gostermektedir. Odontoblast
tabakasinin yakininda veya pulpanin orta kisimlarinda bulunabildikleri gibi sitoplazmik
uzantilar1 dentin tiibiillerinin icine girebilmektedir.*® Pulpada inflamasyon varliginda
artmaktadir.®® Makrofajlara benzer sekilde protein antijenlerini fagosite edip
parcalayarak MHC smif II reseptorleri sayesinde gerceklestirdikleri antijen sunma
gorevleriyle T hiicrelerinin indiiklenmesinde nemli bir rol iistlenmektedir.®

Lenfositler: Saglikli bir pulpanin, immiin cevabi baglatmasi i¢in gerekli olan
makrofaj ve dendritik hiicrelerin yani sira hiicresel immiinite bakimindan T-lenfositlere
sahip olmas1 dnem tagimaktadir.5%%2

B-lenfositler ve polimorf niiveli I6kositler ise saglikli pulpada az sayida
bulunmaktadir.6:°1:53

Mast Hiicreleri: Pulpada kronik enflamasyon varliginda bag dokusu igerisinde
kiigiik gruplar seklinde ve 6zellikle kan damarlar ile iligkili olarak gozlemlenen mast
hiicreleri, saglikli pulpa dokusunda seyrek olarak bulunmaktadir.®® Enflamasyondaki
rolleri nedeniyle biiylik 6nem tasiyan mast hiicrelerinin graniilleri heparin, histamin ve
antikoagiilan gibi ¢esitli medyatorler igermektedir.*®

Indiferansiye Mezensim Hiicreleri: Hiicreden zengin tabaka ve santral pulpa
tabakasindaki kapiller boyunca yaygin bulunan yildiz seklindeki hiicrelerin 151k

mikroskobu altinda fibroblastlardan ayrilmasi olduk¢a zordur. Ihtiya¢c duyuldugunda

odontoblastlara, fibroblastlara, makrofajlara ve osteoklastlara farklilasabilmektedir.
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Yaglanmis pulpada say1 ve aktivasyonlarinin azalmasina bagli olarak pulpanin tamir
yeteneginin de azaldig1 ongoriilmektedir. 64!

2.2. Insan Dental Pulpa K6k Hiicreleri

Son zamanlarda o6nemle tzerinde durulan kok hiicreler, kendi kendine
yenilenebilme ve diferansiye olabilme oOzelligine, ¢esitli potens ve farklilasma
kapasitesine (plastisite) sahip diferansiye olmamis mezensim hiicreleridir.>%*
Farklilasma yetilerine gore ‘totipotent’, ‘pluripotent’ ve ‘multipotent’ olarak
siniflandiriimaktadir.®® Totipotent hiicreler, limitsiz farklilasma potansiyeline sahip
hiicrelerdir. Totipotent 6zelligi bilinen tek kok hiicre tipi olan fertilize yumurta hiicresi,
organizmay! olusturan tiim doku ve hiicre cesitlerine farklilasabilmektedir.>>®
Pluripotent hiicreler, ektodermal (ndron, deri, sa¢ vb.), mezodermal (kan, kas, kemik,
kikirdak vb.) ve endodermal (hepatositler, sindirim sistemi hiicreleri vb.) kokenli olmak
lizere, viicuttaki farklilasmis tiim hiicre tiplerini olusturabilme yetenegine sahip
embriyonik hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler ise eriskin bireylerin dokularinda
mevcut olan ve tek germ yapragina ait hiicrelere farklilasabilen hiicrelerdir.%

Embriyonik kok hiicrelerin plastisite 6zelliginin erigkin kok hiicrelerinden daha
fazla olmasi, bu hiicreleri daha o6nemli kilmaktadir.>” Ancak, elde edilmeleri

konusundaki etik tartismalar®® veya teratom olusturma riskleri®®

nedeniyle
arastirmacilar eriskin kok hiicreler iizerinde durmaktadir.®

Dis dokulari, ektodermal kaynakli noral kret hiicreleri ile mezensimal
bilesenlerden koken almaktadir.8%®! Gelisim evresinde ¢ok sayida gesitli kok hiicre rol
oynamaktadir. Bunlar; dental epiteliyal kok hiicreler, dental pulpa kok hiicreleri
(DPSC), siit disi pulpas1 kok hiicreleri (SHED), apikal papilladan elde edilen kok
hiicreler (SCAP), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSC) ve dental folikiil

progenitdr hiicreleridir.%
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Dental pulpa dokusundan elde edilmesinin kolay olarak tanimlanmasi ve etik
sorun yaratmamasi, elde edilen ekstraksiyonun yiiksek proliferasyon yetenegi, yiiksek
plastisite yetenegi, biyomateryaller ile dokularin yeniden yapilandirilmasinda
kullanimlarinin - miimkiin olmasi, uzun yasam siireleri, giivenle dondurulup
saklanabilmeleri (kriyoprezervasyon) gibi 6zellikleri ile multipotent o&zellikteki
mezenkimal kok hiicrelerin tedavi amaciyla kullanimi agisindan gerekli nitelikleri
tasidigini gostermektedir.>® 6366

2.3. Pulpa - Dentin Kompleksindeki Biyolojik Belirtecler

‘Biyolojik belirte¢’ veya ‘biyobelirte¢’ terimi, dogru ve tekrarlanabilir sekilde
Olciilebilen ve normal biyolojik siireclerin, patojenik siireglerin veya terapotik
miidahaleye kars1 farmakolojik tepkilerin bir gostergesi olarak degerlendiren gostergeler
olarak tanimlanmistir.%® Hiicresel diizeyde islevsel, biyokimyasal veya molekiiler
etkilesimi olan yanitlar olarak diisiiniilebilir. Teshis ve tedavide yardimeci olmasi tibbi
alanda 6nemli bir aragtirma konusu olarak gosterilmektedir.

Pulpa - dentin kompleksinde meydana gelen olaylarin arastirilmasinda pulpanin
cesitli faktorlere karsi verdigi cevaplarin degerlendirilmesi {izerine yapilan
arastirmalarda biiyiik 5nem tasimaktadirlar.?® Birgok arastirmada ¢ogunlugunu biyolojik
olarak aktif biiyime ve morfogenetik faktorlerinin olusturdugu biyobelirteglerin
dentinogenezisi baslattigi; hiicre biiylimesini, diferansiyasyonunu ve fonksiyonunu
diizenledigi gosterilmistir.®*’® Dis olusumu ve gelisimi sirasindaki epitelyal -
mezensimal etkilesimler seklindeki erken morfogenetik olaylarin yani sira mine ve
dentin olusumundan sirasiyla sorumlu olan ameloblast ve odontoblastlarin farklilagmasi
gibi ge¢c donem olaylarinda da sorumlu olduklar1 gosterilmistir.0-82

Gelisimin ¢an safhasinda i¢ mine epiteli ve bazal membran, dental papillanin

perifer hiicrelerini odontoblastlara doniigmek lizere uyarmaktadirlar. Biiylime — gelisim
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asamasindaki bu farklilasmadaki belirteclerin osteokalsin, osteonektin, kemik
sialoprotein (BSP), dentin sialoprotein (DSP), matriks metalloproteinaz (MPP), katepsin
molekiilleri ve 6zellikle Transforme Edici Bliylime Faktorii (TGF) ailesi olmak iizere

8 Dentin kopriisii olusumunu

biiyime faktorlerinin oldugu diisiiniilmektedir.8:
saglamak iizere odontoblast benzeri hiicrelerin olugsmasi1 yoniinden de benzer bir siireg¢
gerektigi i¢cin tamir esnasinda da 6nemli uyaran molekiiller olmalar1 son derece olagan
bulunmaktadir.8387

TGF ailesinin sadece dentin matriksinde bulunan iiyesi TGF-f1°dir. Ayni
zamanda sadece TGF-B1’in dentin matriksinin proteoglikanlariyla, decorin ve biglikanla
etkilesebildigi diger izoformlarm ise daha az etkilesebildikleri belirtilmektedir.®

Dentin matriksinde bulunan biiyiime faktorlerinin fonksiyonel aktivitelerinin
oldukga fazla oldugu ifade edilmektedir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi odontoblast
benzeri hiicrelerin farklilagsmasinin yani sira migrasyon ve hiicre proliferasyonunu da
uyarabilmektedirler. Dentin matriksinde kan damarlari ile iliskili biiylime faktorlerinin
varliginin tamir bolgelerinde yeni kapillerin olusumu igin 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir. TGF-P’lar, pulpadaki enflamatuar yanitin azaltilmasi goérevini de
{istlenmektedirler.%

Biiytime faktorlerinin dentin matriksinden dokularin hasar1 veya klinik restoratif
islemlerin sonucu olarak salindigi belirtilmektedir. TGF-B1 biiylime faktoriiniin
kalsiyum hidroksit ile pulpa kaplanmasinin ardindan dentin kopriisii yapilmasinin
baslamasina katki saglamak amaciyla dentin matriksinden salinan bir materyal oldugu
belirtilmektedir.?> Dental yaralanma bélgelerinde biyolojik olaylarin uyarilarim
saglayan anahtar yapilar olarak, reaksiyoner ve reperatif tersiyer dentinogenezis

sirecinde dentin kopriisii olusumunu saglamak iizere tersiyer dentin matriksi

sekresyonundan sorumlu oldugu belirtilmistir."?
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TGF ailesine dahil olan Kemik Morfogenetik Protein’lerin (BMP) dis
gelisiminde ve yaralanma sonrasindaki doku tamirinde gorev aldiklar1 belirtilmektedir.
Ozellikle BMP-2, BMP-4 ve BMP-7 (OP-1) proteinleri tarafindan osteodentin ve
tiibiiler reparatif dentin iiretiminin indiiklendigi bildirilmistir.”>%® Ekspoze olmamus
pulpaya, TGF-B1 ve BMP-7 molekiillerinin dogrudan veya dentin bariyerinden
uygulanmasimin kiiltiir ortamindaki dis kesitlerinde bu molekiillerin reaksiyoner dentin
yapimini uyarici 6zelliklerini ortaya koyulmustur. Calismalarda; TGF, BMP ve insiilin
benzeri biiytime faktorii molekiillerinin odontoblast benzeri hiicre farklilasmasini
indiikledigi gosterilmistir.88%09

BMP-2 sekresyonu, dogumdan yaklasik 20 giin sonrasina kadar devam eden dis
sitodiferansiyasyonu siiresince postnatal odontoblastlar ve ameloblastlar tarafindan
meydana gelmektedir.?? Geng odontoblastlardaki BMP-2 geninin delesyonu, kokte daha
fazla etkilenmenin s6z konusu oldugu kron ve kok dentin miktarinda azalmaya neden
olmaktadir. Dolayisiyla mineralize olmayan diizensiz sahalarla karakterize defektif
dentin formasyonu ve dismorfik dentin tiibiilleri goriilmektedir. Odontoblastlardaki
BMP-2’nin eksikligi sonucunda amelogenezisde de aksaklik problemi ortaya ¢ikmasina
karsin  mine kalitesinde biiylik degisiklikler —goriilmemektedir.  Yoklugunda
damarlanmanin ve perisitlerin azalmasinin da goriilmesinin neticesinde BMP-2’nin
dental pulpa gelisiminde de 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir 5893

Odontoblast benzeri hiicrelerin diferansiyasyonunun gostergesi ve gelisimden
ziyade Ozellikle tamir siirecinde ad1 gegmekte olan Alkalen Fosfataz (ALP) ise farkli
dokulardaki kalsifikasyon ve erken mineral depozisyonuna neden olmaktadir. Yapilan
calismalar, pulpa hiicrelerinin yiiksek diizeyde ALP aktivitesi sergiledigini

gostermektedir. Pulpal yaralanma sonrasi tamir ve iyilesmede dnemli bir role sahiptir.5®
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2.4. Pulpa - Dentin Kompleksinin Cevaplari

Diger bag dokularinda oldugu gibi disaridan gelen tiim etkileyici faktorlere karsi
pulpa dokusu da inflamasyonla cevap vermektedir. Inflamasyon derecesi dokuda
meydana gelen hasarin siddeti ve yogunluguyla orantilidir. Etkinin siddeti ve siiresi ile
orantili olarak pulpanin gegici bir inflamasyondan irreversibl sonuglar ve total nekroza
degisen sonuglar ile karsilastig1 goriillmektedir.®*

2.4.1. Pulpa - Dentin Kompleksinin Ciiriige Kars1 Cevabi

Pulpanin ¢iiriik nedeniyle cesitli sekillerde etkilenmesine neden olan bir¢ok
unsur bulunmaktadir. Disin mineralizasyon kompozisyonu, bireyin tiikiiriik kalitesi
(tiktrtik akis hizi, tamponlama kapasitesi, antibakteriyel niteligi), oral hijyen ve
beslenme aligkanliklar1 yani sira ¢liriik lezyonunun, etkilerini gergeklestirecegi dentin
dokusu ve tiibiillerin durumu, karyojenik mikroorganizmalarin tipi ve aktiviteleri gibi
cesitli faktorler pulpanin kendini savunma cevabi iizerinde etkili olmaktadir.®® Bu
durumun dentin tibiillerinin skleroze olarak gegirgenligini azaltmasi, tersiyer
dentinogenezisi indiiklemesi, pulpanin enflamatuar cevaplart ile kendini savunma
cabalar1 yani sira hiperemi, serdz pulpitis, lilserdz pulpitis, hiperplastik pulpitis, nekroz
seklindeki ileri derecedeki enflamasyon tiirleri ile sonuglanabilmesi bu faktorlerin
etkisiyle olmaktadur.% %

2.4.2. Pulpa - Dentin Kompleksinin Mekanik Etkenlere Kars1 Cevabi

Yetiskinlere oranla kiiglik yas grubunda daha fazla gézlemlenen siklikla okul
veya ev kazalar1 sonucundaki travma hikayeleri, tirnak yeme gibi kot aliskanliklar
veya hizli ortodontik hareket, hizli separasyon, pin yerlestirilmesi esnasinda
yasanabilecek olumsuzluklar, odontoblastik uzantilarin kesilmesi ile pulpanin
dehidratasyonu ve odontoblastik niikleuslarin aspirasyonuna neden olabilecek sekilde

kavite agilmasi gibi iatrojenik nedenlerden dolayr pulpa dokusu farkli derecelerdeki
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mekanik etkilerle zedelenebilmektedir.>>% Pulpa yiizeyindeki odontoblastik tabakanin
dejenerasyonu ile birlikte periferdeki etkilenme yeterince siddetli oldugunda pulpada
hemoraji meydana gelebilmektedir. Etkilenme derecesine bagli olarak daimi pulpa
zedelenmeleri, kalsifikasyonlar ve nekrozlarla oldukga sik karsilasiimaktadir.®®

Yiiksek irtifadaki basing degisikliklerinin semptomsuz kronik pulpitisli bir disi
agrili hale getirmesi veya idiyopatik agrilarla karakterize ¢atlak dis sendromu durumlari
da mekanik etkenlerin yarattig1 etkilerin gostergeleridir.

Atrizyon ve abrazyon gibi patolojik durumlarda da sekonder dentin hizli bir
sekilde depolanamadiginda travmatik okluzyon periradikiiler bolgede yer alan
norovaskiiler yapidaki tekrarlayan irritasyonlar ile birlikte pulpada irriversible
etkilenmeler olusturmaktadir.*®

Bir diger iatrojenik mekanik etki, kavite preparasyonu sirasinda dentinin
kesilmesi neticesinde meydana gelen ¢Okelme sonucunda hidroksiapatit Kristalleri,
denatiire kollagen artiklari, kan, mikroorganizma ve tiikiiriik igerikli bir organik yap1
olan smear tabakasinin difiizyon bariyeri goérevi ustlenerek agiz sivilarinin ve
bakterilerin pulpaya difiizyonuna engel olmasi ve dentin tibiillerinin tikanmasi
dolayistyla dentin gecirgenliginin azalmasina neden olmasidir.1%

Preparasyon sonucunda agiga ¢ikan dentinde uzun donemde gercgeklesen tersiyer
dentin ve dentin sklerozu yaninda meydana gelen pulpal enflamasyonda kapillerin
permeabilitesindeki artisa bagli olarak plazma proteinleri damar disimna gecis
gostermekte, zedelenen pulpal damarlardan yiiksek molekiiler agirliga sahip plazma
proteinleri  dentin  sivisinin  disa  dogru  hareketiyle dentin  gecirgenligini

etkilemektedir.102
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2.4.3. Pulpa - Dentin Kompleksinin Termal Etkenlere Kars1 Cevabi

Kavite preparasyonu sirasinda dentin kanallarinin kesilmesinin kesilen bolgenin
altindaki pulpa yiizeyinin {izerindeki odontoblastik tabakanin dejenerasyonu
belirtilmektedir. Hafif zedelenme durumu dentin kanallar1 altinda tersiyer dentin
olusumuyla sonuglanirken ileri derecede zedelenme pulpada kanama meydana
gelmesiyle sonu¢lanmaktadir. Pulpa zedelenmesi agisindan hizin énemi 300 rpm ile
baslamaktadir. En fazla odontoblastik hasar 50.000 rpm ile goriiliirken uygun sogutma
kullanilmast ile bu deger 150.000-200.000 rpm seviyelerine ¢ikarilabilmektedir.%®

Dentinin asir1 1sitilmast ya da yanmasi, odontoblastlarin yer degistirmesine ve
tiibiil igeriginin bozulmasma neden olan en O6nemli etkenlerdir.!%? Pulpanin
dayanabildigi sicaklik olan 46 santigrat derece gecildiginde pulpada ciddi hasarlar
goriilmektedir.!®® Derin bir kavite preparasyonu sonucu 1s1 kaynaginimn pulpaya
yaklagmasi ile pulpada odontoblast sayisinin azalmasi ve odontoblastlarin dentin
tiibiillerine aspirasyonunun gésterildigi ¢alismalar da mevcuttur.1%

2.4.4. Pulpa - Dentin Kompleksinin Dental Materyallere Karsi Cevabi

Indirekt kuafaj ya da ozellikle pulpayla irtibat halindeki direkt kuafaj
restorasyonlarinda kullanilan materyallerin akut olarak veya uzun siiregte sitotoksik etki
gostermeleri,  hipersensitivite ~ reaksiyonlarim1 ~ uyarmalar1  gibi  sonuglarla
karsilasilabilmektedir. Pulpada makrofa; ve dev hiicrelerin rol aldigi yabanci cisim
reaksiyonu seklindeki kronik bir inflamatuar stimulustan ziyade dental materyallerin
pulpal cevabi dis Omriinlin kalami icin bir avantaj olarak kullanabilen ve tersiyer

dentinogenezisi indiikleyebilen sekilde segilmeleri son derece dnem tasimaktadir.1%
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2.5. Pulpa - Dentin Kompleks Cevabimin indiiklenmesi Amaciyla Pulpa
Kaplamasi I¢in Kullamlan Dental Materyaller

2.5.1. Kalsiyum Hidroksit

Kalsiyum hidroksit, Ca(OH). formasyonuna sahip, beyaz ve kokusuz bir
maddedir. 1930 yilinda Herman!® tarafindan pulpa kaplama ajami olarak endodonti
alanina girmis olan ve genel olarak vital pulpa ilizerine kaplama materyali olarak
Mineral Trioksit Agregat’in kullanim alan1 bulmasina kadarki siirecte altin standart
olarak kabul edilen materyal; apeksifikasyon, kok perforasyonlarinin tamiri, internal ve
eksternal rezorpsiyonlarin tedavisi ve kanal tedavilerinde ara seanslarda kanal igi
medikament olarak da kullanim alani bulmaktadir.19"11° 12 5-12,8 araligindaki yiiksek
pH degerine sahip olup pat ya da toz/likit formlarinda bulunabilen kalsiyum hidroksit,
antimikrobiyal aktivitesini hem yiiksek alkali 6zelligi, hem de ileri derecede reaktif bir
serbest radikal olan hidroksil iyonunun salinimi ve bu iyonun c¢esitli biyomolekiiller ile
reaksiyona girmesi sayesinde gostermektedir.!*® Dentine yerlestirildiginde koruyucu bir
bariyer olarak dentin kanallarini bloke edip dentinin mineral yapisindaki ¢oztinmeleri de
engellemekte ve alkali pH sayesinde iiriik asitlerini nétralize etmektedir.'%% 110

Kalsiyum hidroksit, dentin rejenerasyonunu uyarma kapasitesi oldugu bilinen ve
kok pulpasinin canli kalmasim sagladigi belirtilen ilk amputasyon ajanidir.!® Yiiksek
pH degerinden dolay1 ekspoze vital pulpa dokusunda 2 mm’lik bir yiizeyel nekroz alani
olusturmaktadir. Bu tabakanin hafif siddette bir enflamasyon cevabi sayesinde bolgede
bakterilerin iiremesi engellenmekte ve sert doku olusumu uyarilmaktadir, 107111112

Kalsiyum hidroksitin alkali etkisi ani ve kisadir. Pulpa hiicreleriyle yapilan in
vitro calismalarda, hiicre proliferasyonu iizerinde uzun siiren negatif etkisinin olmadig1

ve 24 saat sonunda hiicre gelisimi i¢in yeterli pH degerine ulasildigi one

siiriilmiistiir.1**1* Ayrica Ida ve ark. dentinle temas eden kalsiyum hidroksitin hemen
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notral pH’a dondiigiinii saptamislarsa da bazi arastirmacilar, kalsiyum hidroksitle bir
araya gelen dentinin pH’smin 11-12’ye yiikseldigini gdzlemlemislerdir.!*>7

2.5.2. Mineral Trioksit Agregat

Mineral Trioksit Agregat (MTA), dishekimligi alanina 1993 yilinda Loma Linda
Universitesi’nde gorev yapan Dr. Mahmoud Torabingjad tarafindan lateral
perforasyonlarm tamiri amaciyla iiretilmesi ile sunulmustur.’®* Tip 1 Portland
¢imentosunun bir ¢esidi olan MTA igeriginde trikalsiyum oksit, silikat oksit, bizmut
oksit, trikalsiyum silikat, trikalsiyum aliminat, tetrakalsiyum alimunoferrit gibi
hidrofilik partikiiller bulunmaktadir 18110

MTA tozu, su ile karistirildiginda yaklasik 3 saatte sertlesen kolloidal jel haline
gelmektedir. Sertlesme reaksiyonunun baslangicinda pH 10,2 iken sertlesme reaksiyonu
sonrasinda yaklasik olarak kalsiyum hidroksitin pH degeri olan 12,5 degerine
yiikselmektedir.*®

Gri ve beyaz olmak tizere her iki ¢esidi agirlik olarak % 75’i Portland
cimentosundan, % 20’si bizmut oksitten ve %5’i algidan meydana gelmektedir. Algi,
materyalin sertlesme zamanini diizenlerken yapiya eklenen bizmut oksit ise,
radyoopasite saglamaktadir. Beyaz ve gri MTA’nin igerik o6zellikleri birbirine
benzemektedir, ancak renklesme problemini ortadan kaldirmak amaciyla 2002 yilinda
materyalin iginden tetrakalsiyum aluminoferrit ¢ikarilarak beyaz MTA gelistirilmisgtir.}2

Toksisitesinin oldukga diisiik oldugu bilinen materyalin yiiksek antimikrobiyal
ozellikleri bulunmaktadir.'?®?! Ek olarak sementogenezi indiikleyip sementin ve
periodontal ligametin gelisimini hizlandirmakta ve kemik olusumunu tetiklemektedir.

Insan dokulariyla direkt temasa girdikten sonra kalsiyum hidroksit olusturarak
hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi icin kalsiyum iyonu salmaktadir. Ayn1 zamanda IL-4, IL-

6 ve IL-8 gibi immunositokinlerin salinimmi uyarmakta ve sert doku olusturan
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hiicrelerin  proliferasyon, diferansiyasyon ve migrasyonunu desteklemektedir.??

Biyoaktif dentin matriks proteini salgilayabilme yetenegi ile apikal veya koronalde
dentin kopriisii olusturabilme aktivitesinin kalsiyum hidroksite gore daha kisa zamanda
ve daha yiizeyel bir nekroz yaratarak meydana geldigi belirtilmektedir, 07123125

2.5.3. Bioseramikler

MTA’nin uzun sertlesme zamani, renklenme ve manipiilasyonunun zor olmasi
gibi dezavantajlar1 olmasi nedeniyle gelistirilen materyallerin ilk sirasinda Biodentin yer
almaktadir.1?6?8 Yapis1i MTA ile benzer olan Biodentin’in toz iceriginde trikalsiyum
silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum karbonat ve radyoopasiteyi saglamak icin
zitkonyum oksit bulunmaktadir. Likit fraksiyonu ise sertlesme zamanini azaltan
kalsiyum klorit ve suda ¢oziinebilen polimerden olusmaktadir. MTA’ nin 3-4 saatlik
sertlesme zamani ile karsilastirildiginda 12 dakika ile biodentinin sertlesme zamani
olduke¢a kisadir. Ayn1 zamanda MTA’ya goére basing altinda yiiksek direng gosterdigi;
ortiiciilik, biyouyumluluk ve antibakteriyel o6zelliklerinin daha {stiin  oldugu
belirtilmektedir.!® Biyolojik ve hayvan caligmalarinda biodentinin dental pulpa
hiicrelerinden TGF-B1 salinimini indiikledigi ve direkt pulpa kaplamasi i¢in uygun bir
materyal oldugu gosterilmistir, 12130, 131

Biodentinde oldugu gibi kok kanali dolumunda, perforasyon tamir materyali,
vital pulpa tedavisi ve apeksifikasyon tedavilerinde kullanilabilen trikalsiyum silikat
bazli antibakteriyel 6zellikli bir diger materyal Bioagregat’tir.!?! Iceriginde trikalsiyum
silikat, hidroksiapatit, amorfoz silikon dioksit ve tantalum oksit bulunmaktadir.
Trikalsiyum silikat ana fazi olusturur, tantalum oksit ise radyoopasite Ozelligi i¢in

eklenmistir. Bioagregat’in iginde MTA ‘daki Portland siman ve bizmut oksit yerine

tantalyum oksit bulunmaktadir.?
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Fibroblast, osteoblast ve mezensimal hiicrelerin farklilasmasini hizlandiran,
biyouyumlu ve biyoaktif bir materyaldir. Ayn1 zamanda, antibakteriyel ve antifungal

133134 Ayrica, yapilan baska bir calismada MTA ile

ozellikleri mevcuttur.
karsilastirildiginda bioagregatin kollajen-1, osteokalsin ve osteopontin {iretimini
diizenleyen genlerde artisa neden oldugu belirlenmistir.®*® Ayni zamanda, Biodentin ile
benzer sekilde IL-1B, IL-6 ve IL-8 salimmini ve insan dental pulpa hiicrelerindeki
odontoblastik akviteyi arttirdigi gosterilmistir.3®

Bu grupta yer alan kalsiyum ile zenginlestirilmis siman, 2006 yilinda endodontik
dolum materyali olarak iretilmistir. Simanin tozunda kalsiyum oksit, siilfiir trioksit,
fosfor pentaoksit ve silikon dioksit bulunmaktadir. Bu materyalin pH degeri 10,7
civarindadir ve alkali 6zellik gostermektedir. Akiskanlik, film kalinlig1 ve sertlesme
zaman (yaklasik 50 dakika) gibi fiziksel 6zellikleri MTA ile benzerdir.*” Biyouyumlu
ve hidroksiapatit formasyonunun indiiklenmesinde rol oynayan materyal, yiiksek
derecede antimikrobiyal etkinlik gostermektedir.’*® Ayni zamanda, putty ve enjektorlii
pat formlar1 bulunan koék kanal dolgu ve tamir materyali olarak kullanilan iRoot BP Plus
(Kanada) ve Endosequence (Brassaler, ABD) materyalleri bu grupta yer
almaktadirlar.128.137

Kalsiyum fosfat simanlar, biyouyumlu oluslar1 ve osteokondiiktif etkileri ile
kemik ve periodontal defektlerinin tedavilerinde kullanilan bir diger biyoseramik dental
materyaldir.®*® Ayn1 zamanda, pulpay1 uyarmakta ve reperatif dentin olusumuna katkida
bulunmaktadir. Ancak sertlesme zamaninin uzun olmasi, basing altinda distik
dayaniklilik gostermesi gibi dezavantajlar gosterdiginden daha sonra hizli sertlesen -
trikalsiyum fosfatlar (a-TCP) gelistirilmistir ve vital pulpa tedavilerinde, perforasyon

tamirlerinde ve kok ucu kapama materyali olarak kullanima sunulmustur. 128140
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Pulpa kaplamasi i¢in kullanilan diger biyoaktif materyaller ise propolis ve
mezensimal hiicre farklilasmasin1 uyaran ve daha c¢ok periodontal defektlerin
rejenerasyonunda kullanilan mine matriks tiirevleridir.'***? Propolis, is¢i arilarin
bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan topladiklar1 re¢cinemsi maddeleri ve bitki salgilarini
salgiladiklar1 enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari saridan
kahverengiye kadar degisen renkte suda erimeyen oda sicakliginda yar1 kat1 halde olan
bir iiriindiir.1%143-1% Dogal bir iiriin olan propolis; antimikrobiyal'*®, antienflamatuar#’,
antioksidatif'*®4° ve antitiimorosidal*®*%! ozellikler gdstermektedir. Antienflamatuar
etkisini hidrofolat rediiktaz inhibisyonu saglayarak prostoglandin sentezini inhibe
etmesi ile gostermekte ve akut enflamasyonda lipooksijenaz ve siklooksijenaz tiretimini
baskilamaktadir.!*’ Bakterilerin hiicre boliinmesini engelemekte, bakteri hiicre duvarina
etki etmekte ve bakteriyel enfeksiyon sirasinda fagositik aktiviteyi arttirarak immun
sistemi giiclendirmektedir. B ve T lenfositlerin iiretimi ve aktivasyonunu arttirarak
immunostimulatér etki yaratmaktadir.*® Ayn1 zamanda igerigindeki ¢inko ve demir gibi
elementler kollajen sentezi i¢in 6nem tasimaktadir.*>®

Tipta kanser, kalp damar hastaliklar1, diabet, tiiberkiiloz, iilser, solunum yolu
hastaliklari, HIV gibi bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanim alani bulan propolis; dis
hekimligi alaninda dis macunlari, gargaralar, polisaj patlari, boyama tabletleri
iceriklerine dahil olmakta ve son yillarda antienflamatuar ve immunomodulator etkileri
nedeniyle kanal i¢i medikament, kariostatik ajan, hassasiyet giderici, aviilse disler igin
uygun saklama ortami ve irrigasyon soliisyonu olmak {izere dis hekimliginde artan bir
popularite elde etmeye baslamaktadir,108:144153-15

Ozellikleri ve bilesenlerinin olusturuldugu mevsim ve cografi konuma gore
farklilik gosterdigi materyal esas olarak flavonoidler, diger fenolik bilesikler ve

esansiyel yaglardan olusmaktadir.’®®*%" <3-4 dihidroksi’ konfigiirasyonu ile biitiin
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flavonoidlerin siliperoksit, peroksit, alkoksil ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme,
demir ve bakir ile seclasyon olusturabilme, p-tokoferol rejenerasyonu gibi
foksiyonlariyla antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica flavonoid
ve diger bitki fenoliklerinin vazodilatatér, immiinostimiilan, antiallerjik, antiviral ve
Ostrojenik etkileri bulunmaktadir. Fosfolipaz Az, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu ile anti-inflamatuar etki gostermektedirler.’®® Dolayisiyla
fagositik aktivitenin indiiklenmesi ve hiicresel immiinitenin desteklenmesi hususunda
propolisin zengin igerigi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Tablo 1’de komponentleri ve biyolojik etkileri gosterilen propolisin yapisinda
bulunan arjinin, C vitamini, provitamin A ve B kompleksleri gibi diger unsurlar da
iyilestirici 6zelliklerine katk1 saglamaktadlr.153'155'157 Sellitis, kontakt stomatitis, perioral
egzema, dudaklarin soyulmasi, labial 6dem, agiz i¢i yanma ve dispne seklindeki nadir
goriilen alerjik reaksiyonlar gibi dezavantajlari olsa da Ozellikle daha dogal tedavi
yontemlerine ihtiyag¢ duyulmakta olan kiigiik yas gruplari icin alternatif segenek

olusturmaktadir.*5%:160

26



Tablo 2.1. Propolis gesitlerinin komponentleri ve biyolojik etkileri

Propolis Cesitleri ve
Komponentleri

Biyolojik Etkileri

Biitiin cesitlerinde bulunan
polifenoller ve flavonoidler

Kafeik asit fenetil ester

Poliprenil benzofenonlar
(Kiiba, Venezuela ve Brezilya)

Artepillin C (Tayvan)

Propolins (Tayvan)

Terpenler
(Yunanistan, Hirvatistan, Brezilya)

Furfuran (Kanarya Adalari)

Esansiyel yaglar (Brezilya, Polonya)

Antibakteriyel, antiviral, antifungal, antioksidan,
antiaging, antililseratif, antitiimoral, antialerjik, anti-
inflematuar, antiosteoporétik, antitrombojenik,
antiaterosiklerotik, kardioprotektif, immunomodulatér,

hepatoprotektif

Antioksidan, anti-inflamatuar, antitiimoral,
antibakterial, antiviral, fungisit, immunomodulatdr,

kardiyoprotektif, hepatoprotektif, antiosteoporétik

Antioksidan, anti-inflamatuar, antitiimoral

Antioksidan, anti-inflamatuar,

antitimoral, apoptosisi uyarici

Antioksidan, antikanserojen, apoptosisi uyarici

Antibakteriyel,
antifungal

Antibakteriyel

Antibakteriyel

2.5.4. Cinko Oksit Ojenol

Cinko oksit 6jenol (ZnOEu) eas olarak dentine uygulandiginda pulpanin agr1 ve
hassasiyetini azaltan bu nedenle de sedatif olarak kabul edilen bir materyaldir. Kaviteye
uygulandiginda prostoglandin sentezini inhibe ederek antienflamatuvar etki yapmakta,
antibakteriyel etki gostermekte, pulpadaki sinir aktivitesini inhibe edip agr1 impulslarin
bloke ederek anestezik etki yaratmaktadir.1®!

Cinko oksit §jenol ile yapilan indirekt pulpa kaplamalarinda saglikli dentin

tizerinde diisiik dozda elde edilen bu terapotik etkilerin aksine pulpa gibi bir nemli doku

27



tizerine uygulanirsa doku sivilarindan su elde ederek 6jenol serbestlenmesini
sagladigindan yiiksek dozlarda vaskiiler degisim, ileri derecede vazodilatasyon, sinir
aktivitesi inhibisyonu ile noérotoksik etki, nekroz ve antijenik 6zellik gozlemlenerek
sitotoksik etki gosterdigi ve prognozu olumsuz etkileyebildigi belirtilmistir.'61163

Hume ve ark.’nin, insan pulpa hiicreleri ve sican fibroblastlariyla gergeklestirdigi
calismada 10° M konsantrasyonundaki 6jenoliin hiicre solunumuna etkisinin en az
oldugunu ve ayni konsantrasyonda uzun siire tatbik edildiginde ise hiicre solunumunu
engelleyerek oliimiine neden oldugunu belirtmistir.'** Rowe ve ark.,'®® Tronstad ve
Mjor'® gibi arastirmacilarin ise direkt kuafajda kalsiyum hidroksitten daha iyi sonug
verdigini belirtmelerine karsin Holland ve ark.®” Sela ve Ulmansky®® gibi
arastirmacilarin ise, bu maddenin pulpada kronik yangiya neden oldugu, dentin kopriisii
olusturmadigi ve pulpa nekrozuna yol actifina dair calismalari mevcuttur. Ayrica
pulpadaki kronik yangi uzun siire devam ettiginde internal rezorpsiyona neden olacagi
bildirilmigtir. Tim bu nedenlerden dolayr direkt kuafaj ve amputasyon tedavisinde
kullanimi tartismalidir.

2.6. Dental Materyaller ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres,’ aerobik organizmalarin oksijen kullaniminin (mitokondriyal
elektron transportu, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve ¢oziinme reaksiyonlari) dogal
bir sonucu olarak meydana gelen serbest radikal olarak adlandirilan yaklasik %1-2
oranindaki reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) mevcut dengeyi bozacak sekilde
birikimi sonucu gelismektedir.®?2 Hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden
olan serbest radikal {iretiminin artis1, prooksidan / antioksidan dengesinin prooksidanlar
lehine kaymasiyla sonuglanmakta, ¢esitli mekanizmalar yoluyla en fazla lipidler olmak
lizere, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve enzimler gibi biyomolekiiller

tizerinde hasar olusturmakta ve antioksidan savunmasimi tetiklemektedir.® Onemli olan
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husus, tiim metabolik olaylarda olusmakta olan serbest radikallerin, organizmada
hasarlara neden olacak seviyelerde savunma mekanizmalarinin cevap veremeyecegi
miktarda meydana gelmesidir. Ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, alerji, diabet,
katarak gibi birgok hastaligin patogenezinde rol oynadigi bildirilen radikallerin
biyomolekiller ile etkilesimler sonucunda meydana gelebilecek olan mutasyonlar;
oksidatif DNA hasar ile birlikte kanser etkeni bile olabilmektedir.?#1¢°

ROM  olusumunun engellenmesi veya meydana getirdigi hasarlarin
sinirlandirilmasi i¢in biyolojik sistemlerde c¢esitli antioksidan savunma sistemleri
gelistirilmektedir. Endojen veya eksojen kaynakli olabilen antioksidanlar, canl
hiicrelerdeki protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
biyomolekiillerin oksidasyonunu onleyerek veya geciktirerek savunma islevini yerine
getirmektedir.'’® Farkli oksidan ve antioksidanlarm plazma konsantrasyonlarinimn
Olctimleri i¢in kullanilacak olan tekniklerin karmasik, pahali, zaman alic1 ve laboratuvar
asamalarmin ¢ok yogun olmasi gibi dezavantajlari nedeniyle 6rneklerin oksidan ve
antioksidan seviyeleri toplam olarak 6lgiilmektedir.*’

Dis hekimligi alaninda kullanilan dental materyaller diger kimyasallar gibi
hiicrelerle direkt temas neticesinde redoks diizenleme kapasitesinin tizerinde serbest
radikaller olusturarak oksidatif stresi indiikleyici uyaranlardir.?? Oksidatif stres
durumunun oksidatif stresin bir mekanizmasit olarak kabul gormesinden dolay:
materyallerin hiicreler {lizerinde yarattifi serbest radikal olusumu ve devreye giren
antioksidan savunmanin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.*

2.7. Pulpa ve Hiicresel Oliim Mekanizmasi

Hiicrenin dayanabilece8i smirdan yiiksek seviyede bir stresle karsilagsmasi
durumunda, yapisinda ve fonksiyonunda ger¢eklesen degisiklikler sonuncunda hiicresel

hasar meydana gelmektedir. Hasarin hafif derecede olmasi hiicrede gegici bir morfolojik
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degisimden hipertrofi, atrofi, hiperplazi, displazi, metaplazi, rejenerasyon gibi yapisal
degisimler yaratirken yiiksek derecelerde hiicre 6liimii gergeklestirebilmektedir.'’?

Serbest radikallerin mekanizmasinda biliyiik Oneme sahip biyokimyasal
degisimler yarattigt hiicre Olimiiniin baslica apoptoz ve nekroz olmak iizere
nekroapoptoz, proptoz, onkoz, otofaji, mitotik katastrof gibi birgok c¢esidi
bulunmaktadir. Olim mekanizmasin1 baslatan ve degistirebilen etkenlere, terminal
hiicresel olaylara, dliimiin dokular {lizerindeki etkilerine goére bahsedilen 6liim ¢esidi
gerceklesmektedir.!”

Apoptoz: Oksidatif stres gibi etkenlerle veya genetik faktorlerle aktive olan,
hiicre tipine gore farkliliklar gdsteren programlanmis hiicre 6liim cesididir. Fizyolojik
olarak gelisim esnasinda veya olgun organizmadaki herhangi bir hiicre hasar1 sonrasinda
hiicrelerin genetik olarak hafizalarinda mevcut olan intihar programi olarak kabul
edilmektedir.®1™*  Mitokondriyel hasar, ¢ekirdek =zari parcalanmasi, DNA
parcalanmasi, apoptotik cisimleri olusumu sonrasinda bu cisimlerin makrofajlar veya
komsu hiicreler tarafindan pargalanmasi esas alinmaktadir.'’

Esas olarak apoptoz siirecinde hiicre igi ve hiicre disi kaspazlar, Bcl-2 protein
ailesi, Apototik Proteaz Active Edici Faktdr-1 ve p53 geni gorev almaktadir.!’
Mitokonkondrinin dig zar gecirgenligini diizenleyen ve mitokondri, endoplazmik
retikulum ve niikleer membranlar da dahil olmak iizere oksijen serbest radikal
tiretiminin hiicre i¢i alanlarina lokalize olan Bcl-2 ailesi, apoptoz mekanizmasinin
baslangi¢ safhalarinda gorev aliyor olsa da asil olarak antiapoptotik bir onkoprotein
ailesidir.t

Kaspazlarin 6ncii formunu durdurarak veya kaspaz akisini direkt aktive eden
sitokrom-c gibi apoptotik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesine engel olarak

antiapoptotik etki gostermektedir. Hiicreleri H2O» kaynakli oksidatif o6liimlerden
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koruyan Bcl-2'nin fazla ekspresyonunun lipid peroksidasyonunu tamamen bastirmak
icin iglev gormesi dolayisiyla antioksidan yolagi diizenledigini belirten caligsmalar
mevcuttur.1’®

Apoptoz mekanizmalar1 ve rol oynayan biyokimyasal ve genetik faktorlerin
aydinlatilmas1 sayesinde birgok hastalik i¢in yeni tedavi olanaklar1 glindeme

178

gelmektedir.'” Dis hekimligi icin gelisim siirecinde, agiz hastaliklarmin

179 180 181

ilerlemesinde,*” periradikiiler lezyonlarda,® rezorpsiyondaki enflamatuar siiregte
rolii olan apoptoz konusunun anlasilmasi pulpa hastaliklarinin tedavisinde de yeni
tedavi seceneklerinin ortaya konulmasini saglamaktadir. Pulpaya olan etkisini segici
sekilde apoptozu indiikleyerek ve inhibe ederek gosteren materyallerin gelistirilmesi
onem tasimaktadir.'®?

Nekroz: Organellerin sigsmesi, plazma membranimnin yirtilmasi, hiicresel igerigin
kontrolsiiz salinimi ile karakterize,'®® pasif, genlerle programlanmayan, apoptozdan
histolojik ve fizyolojik olarak ¢ok farkli bir hiicre o6lim sekli olarak
tanimlanmaktadir.'® Hiicre oliimiinii takiben hiicresel igerigin hiicreler arasina
yayilmas1 durumunda makrofaj ve nétrofillerin nekrotik dokuyu parcaladiklar: siddetli
bir enflamasyon meydana gelmektedir.'8

Arkasinda yatan mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen
mitokondriyal, lizozomal ve niikleer degisimler, lipit dejenerasyonu ve kalsiyum
konsantrasyon artisinin mitokondride kaspaz olmayan kalpain, katepsin gibi
proteazlarin aktivasyonu ile gergeklestigi diistiniilmektedir. Sinyal transdiiksiyon yollar
ve katabolik mekanizma ile diizenlenen kontrolsiiz 6liim formunda Fas/CD95, TRAIL-
R gibi 6liim reseptdrleri rol oynamaktadir. 18

Pulpa dokusunda da diger dokularda oldugu gibi geri doniisiimii olmayan bir

hasar sonucunda siddetli bir enflamasyon sonucu patolojik hiicre 6liimii neticesinde
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hiicre sismesi, membran parcalanmasi, etkilenen hiicrelerin gergeklesmektedir. Kan
dolagiminin kesilmesi sonucunda koagiilatif nekroz, dolasim bozulmasinin s6z konusu
olmadig1 ancak proteolitik enzimlerin yer aldig1 likefaksiyon nekrozu olmak iizere iki
tip gergeklesmektedir. '8’

Calismamizda, gesitli pulpa kaplama materyallerinin hDPSC {izerindeki; Toplam
Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesi (TOS) biyokimyasal
analizlerinin ve TGF-B1, BMP-2, ALP, Bcl-2, gen ekspresyonlar1 analizlerinin

degerlendirilmesi amaclanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez c¢alismasi, Atatirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan (2015/308) desteklenmis olup Saglik Bakanligi tarafindan
yayimlanan 19 Agustos 2011 tarih ve 28030 sayili “’Klinik Arastirmalar Hakkindaki
Yénetmelik’ hiikiimlerine bagli kalmarak ve Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Dekanlig1 Etik Kurulu onay1 almarak Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltir Kolleksiyonu (American Type Culture
Collection, ATCC) dondurulmus hDPSC kullanilmistir. Krayoflakonda bulunan 108
kadar hiicre, 13. pasajda elde edilmistir. Hizli bir sekilde 1lik suyla ¢oziilerek yeni besi
yeriyle birlikte 5 dakika siire ve 800 rpm devirde santrifiij islemi (Beckman Coulter,
Allegra X-30R Centrifuge) (Sekil 3.1.) gerceklestirilmistir. Santrifiijasyon sonrasi iistte
kalan s1v1 (siipernatant boliim) atilarak geriye kalan kisim (pellet) igerisindeki hiicreler,
hDPSC hiicrelerine 6zel olarak hazirlanan besi yeri (Sigma - Aldrich Life Science) ile
karistirilarak 25 cm? alanindaki hiicre kiiltiirii iretme kabina ekilmistir.

Bir hafta sonunda normal 151k mikroskobu yapisinda, ancak objektifleri
mikroskop tablasi altina yerlestirilmis, 6zellikle hiicre kiiltiirlerini incelemeye elverisli
bir mikroskop tiirii olan ters mikroskop (inverted Flouresant Microscope) (Leica,
Germany) (Sekil 3.2) ile hiicreler kontrol edilmistir. Hiicrelerin {iretim kabi tabaninin
%90 ve lizerini kapladiklar1 (konfluens) tespit edildikten sonra (Sekil 3.3.) kiiltiir
kabindaki besi yeri aspire edilmistir. Kabin dibinde biriken hiicreler, besi yerinin
tamamen uzaklastirilmas: i¢in pH degeri 7.0 olan Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) (Sigma - Aldrich Life Science) ile yikama islemine maruz birakilmistir.

Tripsin - etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (0.05%, 0.02%, Sigma - Aldrich Life
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Science) soliisyonlartyla devam edildikten sonra 37 °C’de ve %5 CO2, %95 nemli
inkiibatorde (Esco CelCulture CO- Incubator) (Sekil 3.4.) yaklasik olarak 5-10 dakika
inkiibasyon yapilmistir. Bu islem sonrasinda mikroskobik olarak incelendiginde
hiicrelerin {iretim kabi tabanindan ayrildiklar1 goézlemlenmistir. 15 ml’lik eppendorf
tiiptine alinan kiltiire Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, South America) ilavesiyle
tripsinin etkisiz hale getirilmesi islemi devaminda tekrar 5 dakika ve 800-1000 rpm
devirde santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Siipernatant boliim atildiktan sonra pellet
icerisindeki hiicreler, hDPSC 06zel besi yeriyle karistirilarak well plate (Sekil 3.5.)
olarak adlandirilan Poli-D-Lysin kapli 24 kuyucuklu plakalara ekilerek etiivde inkiibe
edilmistir.

Etlive birakilan 24’liik well platelerin igerisindeki besi yeri her ii¢ giinde bir
alinarak yeni besi yeri ilavesi yapilmistir. Well platelerin konfluens orani %90 ve iizeri
oldugunda deneyin yapilmaya hazir oldugu anlagilarak Orneklerin hazirlanmasi

asamasina gecilmistir.

Allegra X-30R Centrifuge

Sekil 3.1. Beckman Coulter, Allegra X-30R Santrifiij Cihazi
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Sekil 3.4. CO; Inkiibatorii
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Sekil 3.5. 24’liik Well Plate

3.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan materyaller sirasiyla; ProRoot® MTA (Denstply Tulsa
Dental, Tulsa, OK, USA) (Sekil 3.6), Biodentine™ (Septodont, Saint — Maurdes —
Fosses, France) (Sekil 3.7), Pulpine Mineral (Hoffmann’s Dental Manufactory,
Wangenheim, Berlin, Germany) (Sekil 3.8.), Endo Repair (Hoffmann’s Dental
Manufactory, Wangenheim, Berlin, Germany) (Sekil 3.9.) ve Cinko Oksit Ojenol
(Cavex Holland BV, Haarlem, The Netherlands) (Sekil 3.10.) seklinde c¢alisma
gruplarini olusturmaktadir (Tablo 3.1). Sadece kok hiicrelerinden olusan grup ise,
kontrol grubu olarak belirlenmistir.

Deney giinli well platedeki tiim besi yerleri taze besi yeriyle degistirilmistir.
Uretici firmalarin dnerileri dogrultusunda steril kabin icerisinde (Sekil 3.11.) hazirlanan
materyaller o6ncelikle, hiicrelerle dolayli temas saglayan ve dentin tabakasini
modellemek icin 0,3 pm boyutlarinda agikliklar: bulunan ve tabani 6.5 mm ¢apinda olan
insert membranlarin (Cell Culture Insert, Tranparent PET Membran, 24 Well 3.0 um
pore size) (Sekil 3.13.) tabanin1 3 mm kaplayacak sekilde yerlestirilmislerdir.
Sterilizasyon amaciyla bir saat ultraviyole isinina maruz birakilmalarimin (Sekil 3.14.)
ardindan insert membranlarin 24’liikk well platedeki hiicrelerle bir araya getirilmeleri
sonrasinda analizlere baslanmistir. Tiim siire boyunca hiicrelerin -80 °C’de bekletilmesi

saglanmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan pulpa kaplama materyallerinin igerik ve iiretici

firmalan

Materyal

Icerik

Uretici Firma

ProRoot® MTA

Biodentine™

Pulpine Mineral

Endo Repair

Cinko Oksit

Ojenol (ZNOEu)

Toz: Trikalsiyum Silikat,
Trikalsiyum Aliiminat, Trikalsiyum Oksit,
Silikat Oksit, Bizmut Oksit
Likit: Distile Su
Toz: Trikalsiyum Silikat, Dikalsiyum
Silikat, Kalsiyum Karbonat, Zirkonyum
Oksit

Likit: Kalsiyum Klorit

Toz: Kalsiyum Bilesikleri, Hidroksiapatit

Likit: Etanol, Propolis

Toz: Kalsiyum Fosfat,  Hidroksiapatit

Likit: Distile Su

Toz: Cinko Oksit

Likit: Ojenol

Denstply Tulsa Dental,

Tulsa, OK, USA

Septodont,
Saint — Maurdes —

Fosses, France

Hoffmann’s Dental
Manufactory,
Wangenheim, Berlin,
Germany
Hoffmann’s Dental
Manufactory,
Wangenheim, Berlin,
Germany
Cavex Holland BV,
Haarlem, The

Netherlands
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Sekil 3.8. Pulpine Mineral
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Sekil 3.9. Endo Repair

Sekil 3.10. Cinko Oksit Ojenol (ZnOEu)
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Sekil 3.11. Insert membranlar
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Sekil 3.13. insert membrana yerlestirilmis materyallerin steril kabin icerisinde UV
1sinina maruz birakilmalari

3.3. Biyokimyasal Analizler

Kullanilan dental materyallerin zamana bagli olarak insan dental pulpa kok hiicre
kiiltiirleri lizerine biyokimyasal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 24 ve 72 saat
sonunda toplanan hiicre sivilari {izerinden her gruptan tiger 6rnek olmak iizere Toplam
Antioksidan Seviyesi ve Toplam Oksidan Seviyesi 6zel kitler ile dlgiilmiistiir (Sekil
3.14.).

3.3.1. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK), Toplam Antioksidan Aktivitesi
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(TAA), Total Antioksidan Status, Toplam Antioksidan Yanit1 olarak farkli isimler
alabilen TAS analizi i¢in, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-siilfonat = ABTS")
olarak ifade edilen 6zel, renkli bir katyonik radikalin ortamdaki antioksidan
molekiillerinin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasini temel
alan; ¢ozeltide konsantrasyonu belli olmayan ve bir reaktif ile olusturulan maddenin
renginin siddetinin, ayn1 maddenin bilinen konsantrasyondaki ¢ozeltisinin rengi veya
derisimi bilinen baska bir renk ile karsilastirilarak niteliksel analizi olarak ifade edilen
kolorimetrik yontem kullanilmistir.'® Bu islem icin Rel Assay Diagnostics®
(Gaziantep, Turkey) firmasi tarafindan sunulan ticari kitler kullanilmistir.

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Soliisyonu (Buffer soliisyonu, 50 ml)

- Reaktif 2 Soliisyonu (Renkli ABTS" soliisyonu,10 ml)

- Standart 1 Soliisyonu (Distile su, 10 ml)

- Standart 2 Soliisyonu (1.0 mmolTrolox Equiv./L esdeger soliisyon, 10 ml)

Ornek igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonu eklenerek 600 nm’ de ilk
absorbans degerleri okunmustur. Daha sonra kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 eklenerek 10
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonunda 660 nm’ de ikinci absorbans
degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde uygun sekilde
hesaplanarak E vitaminin suda ¢oziinebilen bir analogu olan ve yiiksek hidrofilik -
lipofilik dengeli antioksidanlardan ‘Troloks’ maddesine!® esdeger antioksidan kapasite
‘mmol Trolox Equiv./L’ cinsinden belirtilmistir.

TAS (mmol Trolox Equiv./L) = [(A Standart 1 absorbans degeri) — (A Ornek

absorbans degeri)] / [(A Standart 1 absorbans degeri) — (A Standart 2 absorbans degeri)
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3.3.2. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

Toplam Oksidan Durumu (TOD), Total Oksidan Status, Toplam Peroksit (TP),
Serum Oksidasyon Aktivitesi (SOA) olarak farkli isimlendirilebilen TOS analizi igin,
TAS analizinde oldugu gibi kolorimetrik yontem kullanilmistir. Yontem, ortamdaki
ferroz iyonunun vyapisimi ferrik iyonuna kiimiilatif olarak oksitleyen oksidan
mekanizmasindan yola c¢ikilarak asidik ortamda ferrik iyonlarinin ksenol orange rengi
ile kompleks meydana getirmesi temeline dayanmaktadir.*® Sonug olarak, rneklerdeki
oksidan miktariyla baglantili olan renk yogunlugu, spektrofotometrik olarak olciilerek
degerlendirme gerceklestirilmistir. Bu islem icin Rel Assay Diagnostics® firmasi
tarafindan tiretilen TOS ticari kitleri kullanilmistir.

Kit Bilesenleri

- Reaktif 1 Soliisyonu (Buffer soliisyonu, 50 ml)

- Reaktif 2 Soliisyonu (Prokromojen solisyonu, 10 ml)

- Standart 1 Soliisyonu (TOS ticari kitinde yer almamaktadir.)

- Standart 2 Soliisyonu (Stabilize Standart Stok Soliisyonu (SSSS), 800 mm
H20O2Equiv./L) 10 ml)

Ornek igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave edilerek 530
nm’ de ilk absorbans degeri okunmustur. Daha sonra 25 pl Reaktif 2 soliisyonu
eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Siire sonunda 530 nm’ de ikinci
absorbans degeri okunmustur. Elde edilen degerler asagidaki formiil kullanilarak ‘mmol
H20. Equiv./ L’ cinsinden belirtilmistir.

TOS (mmol H202 Equiv./ L) = [(A Ornek absorbans degeri) / (A Standart 2

absorbans degeri)] x 20
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Sekil 3.14. TAS ve TOS Analiz Ticari Kitleri

3.3.3. TAS ve TOS Analizlerinin Istatistiksel Degerlendirilmeleri

Veriler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 21.0 paket programi
kullanilarak analiz edilmistir. Stirekli degiskenler ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir. Olgiimler arasindaki bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi ve takiben Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel olarak
p<0.05 degerleri anlaml1 kabul edilmistir.

3.4. Gen Ekspresyon Analizleri

Insert membranlar araciligiyla materyaller ile bir araya getirilmesinden 24 saat
sonra Tripsin ile plate yiizeyinden kaldirilan hiicreler, steril bir tiipe alinarak 800 rpm
hizinda 5 dk siireyle santrifiij edilmistir. Siipernatan boliim TAS ve TOS biyokimyasal
analizleri igin isleme alinirken dibe ¢oken hiicreler her gruptan liger 6rnek olmak {izere
gen ekspresyon analizleri i¢in isleme alinmistir.

3.4.1. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit (Sekil 3.15.) kullanilmustir.
Uzerine 1ml Qiazole soliisyonu eklenen hiicreler 5 dk oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. 200 pl kloroform ilavesi yapilarak 15 sn ¢alkalama iglemi yapilmistir. 2-3 dk
siireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 1200 g’de 15 dk ve 4°C’de satrifiij edilen
numunelerin siipernatan kisimlar1 atilarak {izerine 1:1 oraninda etanol eklenip

vortekslenerek toplama tiipiine konulmustur. Bu numune {irtinii oda sicakliginda 8000
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g’de 15 sn santrifiij edilmistir. Asama tekrarlandiktan sonra 700 ul RW1 soliisyonu
RNeasy kolonuna eklenmistir. Kolon kapagi kapatilarak aymi kosullardaki santrifiij
ardindan 500 pl RPE soliisyonunun RNeasy kolonuna ilave edilmesi sonras1 8000 g’de
2 dk santrifiij gerceklestirilmistir. Bu noktada RNeasy kolonu 1.5 ml’lik baska bir tiipe
aktarilmistir. Sonrasinda kolon tizerine 30-50 pl RNase free su ilave edilerek kapagi
kapatilmistir. 1 dk siireyle 8000 g’de tekrar santrifiij edilmistir. Uretici firmanin
Onerileri dogrultusundaki tiim islemler bitirildikten sonra RNA izolasyonu
tamamlanmustir.

3.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Sentezinde Transkriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Sekil 3. 16) kullanilan
14 pl’lik soliisyon igeriginde 2 pl genomik DNA Wipe out — Buffer 7x soliisyonu, 1 pl
RNase iceren ve 11 pl RNase igermeyen Su mevcuttur. Bu soliisyon 2 dk 42°C’de
tutulduktan sonra icerisine Revers Transkripsiyon Master Mix’ den 1 pl, Quantrscript
RT Buffer 5x’den 4 pl, RT Primer 1 pl alinarak 14 pl’ lik ilk karigimla beraber 20 pl bir
karisim elde edilmistir. Bu karigimi igeren tiipler Real Time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR) cihazina (Rotor Gene Q) (Sekil 3. 17) yerlestirilmistir. 42°C’de 15 dk ve
95°C’de 3 dk 1siya maruz birakildiktan sonra bir sonraki analiz asamasma kadar -
20°C’de bekletilmislerdir.

3.4.3. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polimerase
Chain Reaction, gRT-PCR)

cDNA sentezi ardindan ekspresyon okuma islemi i¢in kullanilacak her tiipiin
igerisinde 0.25 pl Forward, 0.25 ul Reverse Primer, 0.15 ul Prob, 3 ul cDNA, 3 ul
Master Mix ve 12.75 ul su eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. 95°C’de 10
sn, 60°C’de 30 sn olan dongiisel siire¢ Rotor Gene Q cihazinda (Sekil 3.4.3)

gerceklestirilmistir.
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Istenilen genlerin ifadesini kontrol eden DNA dizilerinin tespitinde Fast Start

Essential DNA Probes Master kiti (Sekil 3.18) kullanilmustir.

Cat. No. 74134

5100 ot roem rempereture (15 25°C)

Sekil 3.17. gRT-PCR cihazi
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| FastStart Essential
| DNA Probes Master

| 05 402 682 001
ml nc)

Sekil 3.18. Fast Start Essential DNA Probes Master Kiti

3.4.4. Gen Ekspresyon Analizlerinin Istatistiksel Analizleri

Veriler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 21.0 paket programi
kullanilarak analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir. Olciimler arasindaki bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi ve takiben Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel olarak

p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. TAS Analizlerinin 24 ve 72 Saatlik Sonuclar:
HDPSC iizerine insert membran yontemiyle uygulanan 5 farkli pulpa kaplama
materyalinin ve herhangi bir materyal uygulanmamis kontrol grubunun 24 ve 72 saat

sonunda belirlenen TAS bulgularinin grup ortalama degerleri ve standart sapmalari

Tablo 4.1” de verilmistir (Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 saat ve 72 saat
sonundaki TAS ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar 24 Saat (Ortalama +SS) 72 Saat (Ortalama =+ SS)
Kontrol 1.000 + 0.000* 1.893 + 0.058*
ProRoot® MTA 1.010 + 0.010 2.103 +£0.113*
Biodentine™ 0.290 + 0.000* 2.286 + 0.015*
Pulpine Mineral 0.200 + 0.030* 2.313+0.011*
Endo Repair 0.086 + 0.035* 2.193 +0.056*
ZnOEu 0.393 £ 0.049* 1.190 + 0.285*

*[statistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamh farklilig1 gdstermektedir (p<0.05). SS: Standart Sapma

Calismamizda, 24 saat sonunda kontrol ve ProRoot® MTA gruplar arasinda, 72
saat sonunda ise Pulpine Mineral - ProRoot® MTA ve Pulpine Mineral - Biodentine™

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo

4.2, Tablo 4.3).
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2,30 2,29 2,31
2,19 M 24 Saat m 72 Saat
2,10
2,00 1,89
1,50
1,19
1,0 1,0
1,00
0,3
0,50 0,2
0,2
I i 0,0
0,00 i
ProRoot® Biodentine™ Pulpine  Endo Repair  ZnOEu Kontrol

MTA Mineral

Sekil 4.1. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki TAS ortalama ve standart
sapma degerleri

Tablo 4.2. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U testi
‘p degerleri’

TAS ProRoot® . - Pulpine Endo

(24 saat) Kontrol MTA Biodentine Mineral Repair
ProRoot® MTA 0.121
Biodentine™ *0.025 *0.037
Pu|p|ne Mineral *0.037 *0.0495 *0.037
Endo Repa"' *0.037 *0.0495 *0.037 *0.0495
ZnOEu *0.037 *0.0495 *0.037 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)
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Tablo 4.3. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U testi
‘p degerleri’

TAS ProRoot® : o Pulpine Endo
(72 saat) Kontrol MTA Biodentine Mineral Repair

ProRoot® MTA *0.0495

Biodentine™ *0.0495 *0.0495

Pulpine Mineral *0.046 0.275 0.072

Endo Repair *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.046

ZnOEu *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)

4.2. TAS Analizlerinin Zaman Karsilastirmal Degerlendirilmeleri

Deney materyallerinin 24. ve 72. saat arasindaki ‘p degerleri’ Tablo 4.4’ de
verilmistir. 72. saat sonunda kontrol grubu hari¢ diger gruplar kendi igerisinde
karsilagtirildiginda TAS degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma

tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.4. Gruplarin 24 saat ile 72 saat karsilastirmali TAS degerlerinin Mann-Whitney
U istatistiksel analizi sonrasi elde edilen ‘p’ degerleri

24 — 72 saat TAS Kkarsilastirilmasi

Gruplar p degerleri
Kontrol 1.000
ProRoot® MTA *0.0495 (+)
Biodentine™ *0.037 (+)
Pulpine Mineral *0.046 (+)
Endo Repair 0.0495 (+)
ZnOEu *0.0495 (+)
* (p<0.05) *+)

TAS degerlerinin 24 saate kiyasla 72 saate gdzlenen artma
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4.3. TOS Analizlerinin 24 ve 72 Saatlik Bulgular
Caligma gruplarma ait 24 ve 72 saat sonundaki TOS degerlerinin grup ortalama

degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.5’ de verilmistir (Sekil 4.2).

Tablo 4.5. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 saat ve 72 saat
sonundaki TOS ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar 24 Saat 72 Saat
b Ortalama £S.S Ortalama = S.S
Kontrol 12.000 + 0.000 12.000 + 0.000
ProRoot® MTA 16.000 + 4.000 10.670 +2.314
Biodentine™ 10.670 + 6.111 12.000 + 0.000
Pulpine Mineral 14.670 + 2.310 10.670 + 2.314
Endo Repair 16.000 + 4.000 12.000 + 0.000
ZnOEu 13.333+2.310 14.670+ 2.314
*(p<0.05)
25,0
M 24 Saat W72 Saat
20,0
16,0 16,0
14,7 14,7
15,0 13,3
12,0 12,0 12,012,0
10,7 10,7 10,7
10,0
5,0
0,0

ProRoot® MTA Biodentine™ Pulpine Mineral Endo Repair ZnOEu Kontrol

Sekil 4.2. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki TOS ortalama ve standart Sapma
degerleri

Calismamizin TOS bulgulart degerlendirildiginde, 24 ve 72 saat sonunda sadece
ZnOEuU - Pulpine Mineral arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir

(p<0.05) (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7).
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Tablo 4.6. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U testi
‘p degerleri’

B A
ProRoot® MTA 0.121
Biodentine™ 1.000 0.261
Pulpine Mineral 0.114 0.637 0.346
Endo Repair 0.121 1.000 0.261 0.637
ZnOEu 0.317 0.346 0.637 *0.0495 0.346
* (p<0.05)

Tablo 4.7. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U testi
‘p degerleri’

I v G S i
ProRoot® MTA 0.317
Biodentine™ 1.000 0.317
Pulpine Mineral 0.317 1.000 0.317
Endo Repair 1.000 0.317 1.000 0.317
ZnOEu 0.114 0.099 0.114 *0.0495 0.114
* (p<0.05)

4.4. TOS Analizlerinin Zaman Karsilastirmah Degerlendirilmeleri

TOS degerlerinin ¢alisma gruplarina ait 24 ve 72 saat arasindaki farkliligi Mann-
Whitney U istatistiksel analizi sonrasi elde edilen ‘p degerleri’ Tablo 4.8’ de verilmistir.
TOS degerlerinde 24. saate kiyasla 72. saat sonunda hicbir grupta istatistiksel olarak

anlamli diizeyde farklilik tespit edilmemistir (p<0.05).
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Tablo 4.8. Gruplarin 24 saat ile 72 saat karsilastirmali TOS degerlerinin Mann-Whitney

U istatistiksel analizi sonrasi elde edilen ‘p degerleri

2

24 — 72 saat TOS karsilastirilmasi

Gruplar . .

p degerleri
Kontrol 1.000
ProRoot® MTA 0.105
Biodentine™ 1.000
Pulpine Mineral 0.099
Endo Repair 0.121
ZnOEu 0.456

* (p<0.05)

4.5. Gen Ekspresyon Analizlerinin 24 ve 72 Saatlik Bulgular

4.5.1. TGF-B1 Geni Ekspresyon Analizi Bulgular:

Calisma gruplarina ait TGF-B1 gen ekspresyonu degerlerinin 24 ve 72 saat

sonundaki grup ortalama degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.9 da verilmistir (Sekil

4.3). TGF-B1 geni ekspresyonu bakimindan tim gruplar 24 saatlik zaman dilimi igin

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar sergilemislerdir (p<0.05).

TGF-B1 geni ekspresyonu bakimindan 72 saat sonunda ise, sadece Biodentine™ —

Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilhilk bulunmamaktadir

(p>0.05).

Tablo 4.9. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 saat ve 72 saat
sonundaki TGF-B1 gen ekspresyonu ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar 24 Saat 72 Saat
Ortalama£S.S Ortalama£S.S
Kontrol 1.000 + 0.000 1.000 + 0.000
ProRoot® MTA 4.683 + 0.188* 7.047 +0.202*
Biodentine™ 133.7 £ 4.242* 0.598 + 0.740
Pulpine Mineral 0.922 + 0.025* 0.114 + 0.004*
Endo Repair 26.41 + 0.461* 27.75 +£ 1.537*
ZnOEu 0.004 + 0.000* 1.628 + 0.026*

*[statistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli farklihig1 gdstermektedir (p<0.05). SS: Standart Sapma
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Sekil 4.3. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki TGF-B1 gen ekspresyonu
ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, 24 saat igin Biodentine™>Endo
Repair>ProRoot®*MTA>Kontrol> Pulpine Mineral>ZnOEu iken 72 saatte ise; Endo
Repair>ProRoot®MTA>ZnOEu>Kontrol=Biodentine™>Pulpine Mineral olarak

siralanmiglardir (Tablo 4.10, Tablo 4.11).

Tablo 4.10. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot® : i Mineral Endo

TGF-p1 Kontrol MTA Biodentin Pulpine Repair

ProRoot® MTA *0.037

Biodentin™ *0.034 *0.046

Mineral Pulpine *0.037 *0.0495 *0.046

Endo *0.037 *0.0495 *0.046 *0.0495

Repair

ZnOEu *0.034 *0.046 *0.043 *0.046 *0.046

* (p<0.05)
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Tablo 4.11. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot® : . v Mineral Endo
TGF-p1 Kontrol MTA Biodentin Pulpine Repair
ProRoot® MTA *0.037
Biodentin™ 0.513 *0.0495
Mineral Pulpine *0.037 *0.0495 *0.0495
Endo *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495
Repair
ZnOEu *0.034 *0.046 *0.046 *0.046 *0.046
* (p<0.05)

4.5.2. BMP-2 Geni Ekspresyon Analizi Bulgular:

Calisma gruplarina ait 24. ve 72. saat sonundaki BMP-2 gen ekspresyonu
degerlerinin grup ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.12° de verilmistir (Sekil
4.4).

BMP-2 geni ekspresyonu bakimindan biitiin gruplar kontrol grubuna kiyasla her
iki zaman diliminde de istatistiksel olarak anlamli farkliliklar sergilemistir (p<0.05).
Gruplarin  BMP-2 gen ekspresyonu oranlart arasindaki farklilhik ikili olarak
karsilastirildiginda hem 24 saat hem de 72 saat icin biitlin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.13 ve Tablo 4.14).

Gruplar karsilastirildiginda, BMP-2 geni ekspresyonu degerleri 24 saat sonunda
sirastyla;  Biodentine™>Endo Repair>ZnOEu> Pulpine Mineral >Kontrol>ProRoot®
MTA iken 72 saatte ise; Endo Repair>Biodentine™>Kontrol>ZnOEu> ProRoot®

MTA> Pulpine Mineral seklinde siralanmislardir.
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Tablo 4.12. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 ve 72 saat
sonundaki BMP-2 ortalama ve standart sapma degerleri

Grublar 24 Saat 72 Saat

P Ortalama £ S.S Ortalama £ S.S
Kontrol 1.000 + 0.000 1.000 + 0.000
ProRoot® MTA 0.388 + 0.004* 0.273 + 0.003*
Biodentin™ 55.21 + 1.583* 2.292 + 0.024*
Pulpine Mineral 1.628 + 0.052* 0.017 + 0.000*
Endo Repair 33.61 + 1.440* 3.732 +£0.092*
ZnOEu 8.777 +£ 0.254* 0.340 + 0.024*

*statistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05). SS: Standart Sapma
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Sekil 4.4. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki BMP-2 gen ekspresyonu
ortalama ve standart sapma degerleri
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Tablo 4.13. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U

testi ‘p degerleri’

ProRoot® . Iy Pulpine Endo
BMP-2 Kontrol MTA Biodentine Mineral Repair
ProRoot® MTA *0.037
Biodentine™ *0.037 *0.0495
Pulpine Mineral *0.037 *0.0495 *0.0495
Endo *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495
Repair
ZnOEu *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)

Tablo 4.14. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U

testi ‘p degerleri’

ProRoot® : w Pulpine Endo
BMP-2 Kontrol MTA Biodentine Mineral Repair
ProRoot® MTA *0.034
Biodentine™ *0.037 *0.046
Pulpine Mineral *0.037 *0.046 *0.0495
Endo *0.037 *0.046 *0.0495 *0.0495
Repair
ZnOEu *0.037 *0.046 *0.0495 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)

4.5.3. ALP Geni Ekspresyon Analizi Bulgular:

Calisma gruplarmna ait, 24. ve 72. saat sonundaki ALP geni ekspresyonunun
ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.15° de verilmistir (Sekil 4.5). Gruplarin
ALP geni ekspresyonu oranlarmin arasindaki farklilik ikili olarak karsilastirildiginda
hem 24 saat hem de 72 saat icin biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.16 ve Tablo 4.17).

ALP geni ekspresyonu bakimindan gruplarin tamami kontrol grubuna kiyasla her
iki zaman diliminde de istatistiksel olarak anlaml1 farkliliklar sergilemislerdir (p<0.05).

Gruplar karsilastirildiginda ALP geni ekspresyonu degerleri 24 saat sonunda sirasiyla;
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Endo Repair>Biodentine ™>Pulpine Mineral>ProRoot® MTA>ZnOEu>Kontrol iken 72
saat sonunda ise; Endo Repair>Biodentine™>ProRoot® MTA>Kontrol>ZnOEu>

Pulpine Mineral olarak siralanmiglardir.

Tablo 4.15. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 ve 72 saat
sonundaki ALP gen ekspresyonu ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar 24 Saat 72 Saat
Ortalama £ S.S Ortalama = S.S
Kontrol 1.000 + 0.000 1.000 + 0.000
ProRoot® MTA 3.982 +0.111* 1.094 + 0.047*
Biodentine™ 40.827 + 2.263* 3.054 +0.138*
Pulpine Mineral 4.444 + 0.295* 0.044 + 0.001*
Endo Repair 64.46 = 1.931* 21.35+0.171*
ZnOEu 2.085 + 0.062* 0.310 + 0.004*

*[statistiksel olarak kontrol grubuna gére anlamh farklilig1 gdstermektedir (p<0.05). SS: Standart Sapma
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Sekil 4.5. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki ALP gen ekspresyonu ortalama
ve standart sapma degerleri
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Tablo 4.16. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot ® . Iy Pulpine Endo

ALP Kontrol MTA Biodentine Mineral Repair
ProRoot® MTA *0.037
Biodentine™ *0.037 *0.0495
Pulpine Mineral *0.037 *0.0495 *0.0495
Endo Repair *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495
ZnOEu *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)

Tablo 4.17. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot® i i Pulpine Endo

ALP K | B It . .

g MTA lodelling Mineral Repair
ProRoot® MTA *0.037
Biodentine™ *0.037 *0.0495
Pulpine Mineral *0.037 *0.0495 *0.0495
Endo *0.034 *0.046 *0.046 *0.046
Repair
ZnOEu *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495 *0.0495
* (p<0.05)

4.5.4. Bcl-2 Geni Ekspresyon Analizi Bulgulari

24 ve 72 saat sonunda calisma gruplarina ait Bcl-2 ekspresyonu degerlerinin
grup ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.18” de verilmistir (Sekil 4.6). Bcl-2
gen ekspresyonu bakimindan gruplarin tamami kontrol grubuna kiyasla her iki zaman
diliminde de istatistiksel olarak anlamli farkliliklar sergilemislerdir (p<0.05). 72 saat
sonunda Biodentine™ - ZnOEu gruplar1 arasindaki iliski disinda her iki zaman
diliminde biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir

(p<0.05) (Tablo 4.19 ve Tablo 4.20).
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Gruplar karsilastirildiginda Bcl-2 geni ekspresyonu degerleri, 24 saat sonunda

Biodentine™>Endo  Repair>ProRoot® MTA>Pulpine  Mineral>ZnOEu>Kontrol

seklinde iken 72 saat sonunda ise; Endo Repair>ProRoot®MTA>Kontrol>Biodentine™

=ZnOEu>Pulpine Mineral olarak siralanmislardir.

Tablo 4.18. Pulpa kaplama materyallerinin ve kontrol grubunun 24 ve 72 saat
sonundaki Bcl-2 ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar 24 Saat 72 Saat
Ortalama £ S.S Ortalama = S.S
Kontrol 1.000 + 0.000 1.000 + 0.000
ProRoot® MTA 4,307 +£0.091* 1.102 + 0.048*
Biodentin™ 101.1 + 2.804* 0.495 + 0.026*
Pulpine Mineral 2.095 + 0.058* 0.030 + 0.000*
Endo Repair 10.90 + 0.241* 5.696 + 0.104*
ZnOEu 1.112 + 0.022* 0.472 + 0.010*

*[statistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0.05). SS: Standart Sapma
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Sekil 4.6. Calisma gruplarinin 24 ve 72 saat sonundaki Bcl-2 gen ekspresyonu ortalama
ve standart sapma degerleri
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Tablo 4.19. Calismada kullanilan materyallerin 24 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot® : g Mineral Endo
Bcl-2 Kontrol MTA Biodentin Pulpine Repair
®
Eﬂﬁio"t *0.037
Biodentin™ 0,037 *0.0495
'F\)/'L:Irl‘oei;ae' *0.034 *0.046 *0.046
Ezsgir *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.046
ZNnOEu 0,034 0,046 «0.046 «0.043 *0.046
* (p<0.05)

Tablo 4.20. Calismada kullanilan materyallerin 72 saat sonundaki Mann-Whitney U
testi ‘p degerleri’

ProRoot® . . Mineral Endo
Bcl-2 Kontrol MTA Biodentin Pulpine Repair
®
Eﬂrgiom *0.037
Biodentin™ *0.037 *0.0495
l';"ljl’l‘oei;ae' *0.037 *0.0495 *0.0495
Ezggir *0.037 *0.0495 *0.0495 *0.0495
ZnOEu *0.037 *0.0495 0.127 *0.0495 *0.046
* (p<0.05)

4.6. Gen Analizlerinin Zaman Karsilastirmali Degerlendirilmeleri

Gen ekspresyonun ¢alisma gruplarina ait 24. ve 72. saatler arasindaki farkliligin
Mann - Whitney U istatistiksel analizi sonras1 elde edilen ‘p degerleri’ Tablo 4.21” de
verilmistir. 24 ve 72 saat arasindaki farklilik TGF-B1 geninde sadece Endo Repair igin
benzer bulunmus, kontrol grubu disindaki diger materyallerde ise tiim genler igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

24. saate kiyasla 72. saat sonundaki TGF-81 bakimindan MTA ve ZnOEu

materyallerinde gen ekspresyonu degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde

60



artma; Biodentine™, Pulpine Mineral ve ZnOEu gen ekspresyonu degerlerinde ise;
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma tespit edilmistir (p<0.05).

BMP-2, ALP ve Bcl-2 agisindan degerlendirildiginde ise, ti¢iiniin de 24. saate
kiyasla 72. saat sonundaki gen ekspresyonu degerlerinde biitiin gruplarda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde azalma tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.21. Gruplarin 24 saat ile 72 saat karsilastirmali gen ekspresyon degerlerinin
Mann - Whitney U istatistiksel analizi sonrasi elde edilen ‘p degerleri’

Gruplar TGF-p1 BMP-2 ALP Bcl-2
ProRoot® MTA *0.050 (+) *0.046 (-) *0.050 (-) *0.050 (-)
Biodentine™ *0.046 (-) *0.050 (-) *0.050 (-) *0.050 (-)
Pulpine Mineral *0.050 (-) *0.050 (-) *0.050 (-) *0.046 (-)
Endo Repair 0.275 *0.050 (-) *0.046 (-) *0.050 (-)
ZnOEu *0.043 (+) *0.046 (-) *0.050 (-) *0.046 (-)
* (p<0.05)

(+) Gen ekspresyonu degerlerinde 24 saate kiyasla 72 saatte gézlenen artma
(-) Gen ekspresyonu degerlerinde 24 saate kiyasla 72 saatte gozlenen azalma
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5. TARTISMA

Dis hekimliginde kullanilan birgok materyal, ¢esitli dokular (yanak, dil,
periodonsiyum, mine, pulpa — dentin kompleksi) ile bir araya geldiginde farkli lokal
reaksiyonlar meydana getirebilmektedir. Materyaller iizerinde yapilan biyouyumluluk
calismalar1 sayesinde dokular tizerindeki lokal toksik etkilerin degerlendirilmesi
miimkiin olabilmektedir,1:19

Ozellikle ¢ocuklardaki dental ve orofasiyal problemlerin ¢dziimiinii amaglayan
cocuk dis hekimliginde restoratif ve endodontik amaglar igin kullanilan, dokularla
dogrudan veya dolayl olarak temas halinde bulunan materyallerin biyouyumlu olmasi
biiyiik énem tasimaktadir. Ote yandan materyallerin mekanik &zellikleri ile iliskili
oldukga fazla literatiir bilgisi bulundugu halde; biyolojik etkileri ile ilgili veriler
nispeten daha az bulunmaktadir.??

Calismamizda, g¢ocuklarin dental tedavileri igerisinde 6nem tasiyan vital pulpa
tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa kaplamasi amaciyla kullanilan bazi
materyallerin (ProRoot® MTA, Biodentine™, Pulpine Mineral, Endo Repair ve ZnOEu)
hDPSC iizerinde, in vitro insert membran yontemi kullanilarak 24. ve 72. saatler
sonunda meydana getirdigi oksidatif stresin TAS ve TOS analizleri ile, enflamasyon ve
tersiyer dentinogenezis mekanizmasinin indiiklenme durumunun ise TGF-81, BMP-2,
ALP ve antiapoptotik Bcl-2 biyobelirteglerini ifade eden genlerdeki ekpresyon analizleri
ile ortaya konulmasi amaglanmuistir.

Giintimiizde yeni bir materyalin biyolojik olarak kabul edilebilirligini belirlemek
amaciyla genellikle hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 basit in vitro test yontemleri ile
baslanmakta, daha pahali ve uzun zaman gerektiren hayvan ve insan testleri ile devam
edilmektedir. Dental materyallerin in - vitro kosullarda biyolojik o6zelliklerini

belirlemede en yaygin kullanilan biyolojik sistemler hiicre kiiltiirleridir.® Hiicre kiiltiirii
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yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda yasama
ve liremelerini saglamaktir.

Yeni biyomateryallerin 6zelliklerinin degerlendirilmesi ¢alismalarinda dentin
rejenerasyonu i¢in biliyiik onem tasiyan ve farklilasma yetenegi agisindan farkli hiicre
populasyonlarina sahip olan pulpa dokusundan elde edilen kok hiicrelerden basariyla
yararlanilmaktadir.’®® Calismamizda kullanilmak iizere; elde edilmesinin kolay olmast,
etik sorun yaratmamasi, yiiksek proliferasyon ve plastisite yetenegi, biyomateryaller ile
dokularin yeniden yapilandirilmasinda kullanimlarinin miimkiin olmasi ve uzun yasam
siireleri gibi nitelikleri dolayistyla hDPSC tercih edilmistir,%¢/53-66

flk olarak 2000 yilinda Gronthos ve ark.®® tarafindan {igiincii biiyiik az1 diginden
izole edilmis olan hDPSC’nin in vitro ortamda osteoblastik ve kondrositik hiicrelere, in
vivo ortamda ise odontoblastik hiicrelere donistiigii belirtilmistir. Baghaban
Eslaminejad ve ark.,** 2010 yilinda, hDPSC’nin SHED’e oranla daha hizli ve yiiksek
proliferasyon kapasitesine sahip oldugunu ve rejeneratif dis hekimligi ¢alismalarinda
secilecek materyale karar verirken bu bilginin goz 6niinde bulundurulmasi gerektigini
bildirmislerdir.

Testlerin belirli standartlara uygun olarak yapilabilmesi i¢in Uluslararasi
Standartlar Orgiitii (ISO) tarafindan birtakim Kriterler belirlenmistir. ISO standartlarinda
in vitro sitotoksisite degerlendirmelerinde Onerilen test metotlari; direkt hiicre kiiltiiri
(direkt temas testi ve ekstrakt testi), bariyer test metodu, agar difiizyon testi ve milipor
filtre difiizyon testidir.?

Materyaller ile direkt hiicre temasinin gergeklestigi testlerde agiz ortamindaki
dentinin pulpa ile kaviteye uygulanan materyal arasinda bir bariyer gorevi iistlenmesi
Klinik durumu, tam olarak yansitilamamaktadir. Bu nedenle dentin tiibiilleri gibi, test

materyali bilesenlerinin difiizyonuna izin veren ¢esitli olusumlar1 taklit etme amaciyla
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bariyer sistemleri gelistirilmistir.> 1% Bu sistemlerde materyalin insert membran igine
yerlestirilerek besi yeri igerisinde asili bir sekilde tutulmasi saglanmaktadir. Bariyer
gbrevi goren insert membranin alt kisminda bulunan porlar, bilesenlerin gegisine izin
vererek besi yeri tabaninda bulunan hiicrelerle temas etmesini saglamaktadir.1%9-1%

Ayn1 zamanda ¢alisilan materyallerin siman 6zellikleri tasimalar1 disk seklinde
hazirlanmalarina izin vermediginden dolay1 ‘direkt temas testi’ ve klinik uygulamalara
yakin sonuglar elde edilmek istendiginden ‘ekstrat yontemi’ ekarte edilmistir. Bu
nedenle calismamizda 3 pm boyutlarinda por biiyiikliigi bulunan insert membran
sistemi (Cell Culture Insert, Tranparent PET Membran, 24 Well 3.0 um pore size)
kullanilmustir.

Giiven ve ark.’nin 2007 yilinda, MTA’nin iki farkli ticari markasimnim (ProRoot
MTA ve MTA Angelus) insan gingival fibroblast hiicreleri tizerindeki TGF-81 ve BMP-
2 gen ekspresyonlari tizerine etkilerini; Eshagh A. Saberi ve ark.’nin ise 2016 yilinda,
Biodentin, MTA, kalsiyumdan zenginlestirilmis siman (CEM) ve oktakalsiyum fosfat
(OCP) materyallerinin insan gingival fibroblast hiicreleri ve insan apikal papilla kok
hiicreleri (SCAP) canlilig iizerindeki etkilerini degerlendirdiklerini ¢alismalarinda 0.4
um boyutlarinda por biiyiikliigii bulunan insert membran sistemi kullanmislardir,99-20!
Poggio ve ark.2%?’nm 2015 yilinda Dycal®, Calcicur®, Calcimol LC®, TheraCal LC®,
ProRoot MTA®, MTA-Angelus®, and Biodentine® materyallerinin fare odontoblast
hiicreleri (MDPC-23) iizerindeki biyouyumluluklarint 24., 48. ve 72. saatlerde
degerlendirdikleri ¢alismalarinda da Transwell insert membran sistemleri kullanilmistir.
Paranjpe ve ark.2%’nmn 2011 yilinda, MTA nin insan dental pulpa kok hiicreleri ile bir
araya geldiginde Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii (VEGF) tizerine olan etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda da benzer sekilde 0,4 pym por biiyiikligi bulunan

204>

membran sistemi tercih edilmistir. Eid ve ark.""*’nin 2014 yilinda, gri ve beyaz
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MTA’nin kemik iligi kokenli mezensimal kok hiicreleri {izerindeki osteojenik
biyobelirtegleri degerlendirdikleri ¢alismalarinda ise, 0.3 pym por biiyiikliigi bulunan

membran sistemi kullanilmistir.

Calismamizda iretici firma Onerilerine uygun olarak hazirlanan materyaller
Giliven ve ark.’nin ¢alismalari ile benzerlik gdstererek insert membranlarin tabanini 3
mm kaplayacak sekilde yerlestirilmistir.2%?%! Direkt temas yonteminin kullanildig
cesitli calismalarda da, materyallerin igerisine yerlestirildikleri teflon disk kaliplarinin 5
mm ¢apinda ve 3 mm kalinliginda oldugu goriilmektedir, 130 204-206

5.1. TAS-TOS Analizlerinin 24 ve 72 Saatlik Bulgularimin Tartisilmasi

Son yillarda oksidatif stresin bir toksisite mekanizmasi olarak kabul edilmesi,
biyouyumlulugun belirlenmesi i¢in  oksidatif stres analizlerinin  sitotoksisite
degerlendirme testleri arasinda yer edinmesine neden olmustur.’® Normal aerobik
metabolizma reaksiyonlari sonucunda olusabilen hidrojen peroksit, siiper Oksit veya
hidroksil radikali gibi ROM’larin fazla miktarda olmasinin hiicre ve dokulara zarar
verme potansiyeli bulundugu bildirilmistir.®

ROM  olusumunun engellenmesi veya meydana getirdigi hasarlarin
simirlandirilmasi igin biyolojik sistemlerde ¢esitli antioksidan savunma sistemleri
gelistirilmektedir. Bir hiicrenin metabolik prooksidan iiretimi antioksidan kapasitesini
astiginda oksidatif stres olusmaktadir. Literatiirde antioksidanlar tarafindan bu serbest
radikallerin genellikle uzaklastirildigini veya yok edildigini bildiren caligmalar yer
almaktadir.2?%" Bu sekilde oksidatif strese bagli doku hasarmin en aza indirildigi rapor
edilmistir.?” Calismamizda, materyallerin hDPSC iizerinde olusturdugu oksidatif
stresin degerlendirilmesi amaciyla TAS ve TOS biyokimyasal analizleri i¢in 6zel kitler

(Rel Assay Diagnostics®) kullanilmigtir.
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Calismamizda, 24. saat sonunda kontrol ve ProRoot® MTA gruplari arasinda, 72
saat sonunda ise Pulpine Mineral - ProRoot® MTA ve Pulpine Mineral - Biodentine™
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo
4.2, Tablo 4.3).

TAS degerlerinin 24 saatlik degerlendirilmesi neticesinde sadece ProRoot® MTA
grubunun kontrol grubu ile benzerlik gosterecek sekilde antioksidatif koruyuculuk
sergiledigi, diger gruplarin bu seviyenin altinda kaldiklar1 goriilmektedir. Gruplarin 72
saat sonundaki karsilastirilmalarinda ise Pulpine Mineral ve Biodentine™
materyallerinin birbirleriyle benzerlik gostererek en yiiksek koruyuculuga sahip
olduklar1 ve tiim materyallerin TAS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artmanin gergeklestigi gézlemlenmektedir. (p<0.05). Bu artisin nedeninin, hiicrelerde
meydana gelen ilk 24 saatlik akut oksidatif stres cevabi sonrasinda hiicrelerin korunmasi
ve oksidatif dengenin saglanmasi amaciyla materyallerin antioksidan kapasiteyi
arttirmaya yonelik etki gdstermesi oldugu diistiniilmektedir.

Calisgmamizin TOS bulgulart degerlendirildiginde ise, 24 ve 72 saat sonunda
ZnOEu - Pulpine Mineral materyalleri disinda deney gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7). TOS
degerlerinde 24. saate kiyasla 72. saat sonunda higbir grupta istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artma veya azalma tespit edilmemistir (p<0.05). Bu durumda materyallerin
hiicreler ilizerinde meydana getirdigi olagan oksidan seviyeleri arasinda farklilik
bulunmadig1 sonucuna varilmaktadir.

Minamikawa ve ark.2%®’nin 2011 yilinda, rat pulpa hiicreleri iizerinde yaptiklari
ve antioksidatif durumu anlamaya yonelik farklt bir yontem kullandiklar
caligmalarinda, MTA’nin antioksidan aminoasitlerden N-asetilsistein  (NAC)’i

detoksifiye etme potansiyeli degerlendirilmistir. Oksidatif aktiviteyle ilgili olarak da
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ROM ve Glutatyon seviyesinin de 6l¢iildiigii ¢alismada bulgularimizla benzer sekilde
MTA'nin hiicresel redoks sisteminde bir iyilesme ile iliskili oldugu ortaya
konulmaktadir.

Giiven ve ark.?®”nin 2012 yilinda iki farkli self-etch adezivin insan gingival
fibroblast hiicre kiiltiirii lizerindeki ¢alismamizla benzer sekilde olusan oksidatif stresin
ve TGF-B1 ve BMP-2 biyobelirteglerinin 24. ve 72. saatlerde degerlendirildigi
calismada ise oksidatif stresin en biiylik indikatoriiniin lipid peroksidasyonu olmasi
dolayisiyla tiobarbitiirik asit reaktif (TBARS) analizi gergeklestirilmistir.

Giilgin ve ark.?’® TAS analizine ek olarak 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil-2,2'-
azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) ve N,N-dimetil-p/9-fenilendiamin aktivite
testleri ile 6jenoldeki (4-alil-2-metoksifenol) fenolik komponent dolayisiyla antioksidan
ozelliginin fazla oldugunu gostermislerdir. Bizim calismamizda da direkt
uygulamalarda pulpa dokusunda yiiksek dozda 6jenol serbestlenmesinin sitotoksik etki
gosterdigini  onceden  bildigimiz!®1%  ZnOEu materyalini diger gruplarla
karsilastirdigimizda ilk 24 saatte benzer sekilde MTA disindaki gruplara gore
antioksidan aktivitesinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Fakat koruyucu etkinligini 72
saat sonuna kadar devam ettiremedigi ve 72 saat sonunda TAS degerinin diger gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundugu gosterilmistir.

Niu ve ark.,2* 2015 yilinda; iki farkl1 hidrolik tipteki simanin hDPCS {izerindeki
hiicre canliligi ve ¢ogalmasi, plazma membran biitiinliigii, erken apoptoz i¢in Caspase
aktivitesi, mitokondriyal metabolik aktivite ve hiicre ici DNA igerigini inceledikleri
caligmalarinda oksidatif stresi de degerlendirmislerdir. Calismamizla benzer sekilde
materyalleri ZnOEu ile karsilastirmiglar ve ZnOEu grubunu pozitif kontrol grubu olarak
kabul etmislerdir. Hiicre ici ROM 6l¢iimii icin CellROX® Orange Oxidative Stress

Reagent (Life Technologies, Thermo Fisher) kullandiklar1 caligmalarinda 24 saat
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sonunda kalsiyum alliminosilikat igerikli simanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamis iken ZnOEu gubuna gore sitotoksisiteleri oldukca az olarak
bulunmustur.

Wataha ve ark.,*®! biyouyumlulugun cesitli etkenlerle iliskili olmakla birlikte
zamana ve sartlara bagli olarak degisiklik gosterebildigini ve ilk uygulandiginda
biyouyumlu olan bir materyalin, zaman ve sartlarin degismesiyle zit 06zellik
gosterebilecegini  aciklamislardir.  Schmalz  ve ark.??> ise; bir materyalin
biyouyumlulugunu, bu materyalden salinan bilesenlerin 6zelliklerinin belirledigini ve
bu bilesenlerin hiicrelerde interlokin salgilanmasi, iltihabi cevap ve hiicre 6liimii gibi
cesitli cevaplara sebep olabilecegini bildirmistir.

Sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in dis hekimligi alaninda sik kullanilan MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] analizi, enzimatik bir testtir.
Canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler ile 6li ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hiicrelerin boyanma esasina dayanan bu test tiirli, dental
materyallerin -~ biyouyumlulugunun  degerlendirilmesi  i¢in  yaygin  olarak
kullanilmaktadir.212-214

Genel olarak MTA materyalinin geleneksel materyallere gore daha biyouyumlu
olduguna dair ¢cok sayida makale bulunmaktadir. Amalgam, Siiper EBA ve IRM gibi ara
restoratif materyallere gore MTA'nin toksisitesinin diisiik oldugu gosterilmistir,12% 215-218
Al-Haj Ali ve ark.?!® insan periodontal ligament hiicreleri (PDL) iizerine farkli
konsantrasyonlarda uyguladiklar1 propolis, formokrezol, demir siilfat ve gri mta
materyalleri sonrasinda yaptiklart MTT analizi sonucunda 24 saat sonunda sadece

propolis ve gri MTA gruplarinda PDL fibroblastlarinin canliligini siirdiirdigiini

gozlemlemislerdir.
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Biodentin, pulpa kaplama materyali olarak kullanilan bir kalsiyum silikat
simanidir. Odontoblastik tabakanin parsiyel hasarinda pulpa iyilesmesinde olumlu
etkide bulundugu belirtilen materyalin bir¢ok hiicre tipi lizerinde biyouyumlu oldugunu
bildiren pek cok calisma bulunmaktadir. Ancak hDPSC {izerine sinirli sayida arastirma
mevcuttur.?2?22 Zanini ve ark.'min fare dental pulpa kok hiicreleri (OD-21) iizerinde
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda ise, Biodentin maruziyetinden 2 giin sonra hiicrelerin
canliliginda belirgin bir azalma oldugu ortaya konulmustur. Yazarlar diisiik canliligin,
ortama salinan Ca*? iyonlarmin toksik etki yaratmasi ve pH artisinin fazla olmasi
nedeniyle olusabilecegini belirtmislerdir. Calismamizdaki Biodentin™ grubunun TAS
degerlerinin 24. saatten 72. saate kadar gdsterdigi anlamli artisin nedeni de belirtilen bu
faktorlere karsi savunmaya yonelik olusan antioksidan cevabi olabilir. 24 saatlik
hDPSC'ye maruz kaldiktan sonra Biodentine kars1 olusan sitotoksisiteyi fark eden diger
bir ¢alisma da Luo ve ark.’a aittir.??* ilk giinden itibaren 3., 5. ve 7. giinlerde hiicre
canliliginin kademeli olarak artis1 izlenmistir. Calismamizla benzerlik gosteren bu
durumun nedeni, materyallerle bir araya getirildiginde hiicreler iizerinde olusan akut sok
etkisi olabilir. Aym zamanda farkli olarak Attik ve ark.??® Biodentin’e maruz birakilan
odontoblast benzeri hiicre grubunun (MG63) 24 saat sonunda MTA grubuna benzer
sekilde yiiksek hiicre canliligi sergiledigini ortaya koymuslardir. Farkli sonuglar ise,
tercih edilen farkl: hiicre hatlar1 veya temas yontemleri ile ilgili olabilir.

Dis hekimliginde daha siklikla kanal i¢i medikament, karyostatik ajan, hassasiyet
giderici, aviilse disler i¢in uygun saklama ortami ve irrigasyon soliisyonu olmak iizere
kullanim alan1 bulan ve dogal bir antioksidan!*® 1%° oldugu bilinen propolisin yeni pulpa
kaplama ajan1 olarak igeriginde yer aldigi Pulpine Mineral materyalinin
degerlendirildigi calismamizda ise; farkli olarak 24 saat sonunda MTA, Biodentine™

ve ZnOFEu’dan daha az antioksidan 6zellik gosteren propolisin, antioksidan 6zelliginin
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72 saat sonunda tiim materyallerden anlamli diizeyde fazla olacak sekilde ortaya ciktigi
goriilmektedir. Bu iyilestirici 6zelligin; yapisinda Arginin, C vitamini, provitamin A, B
kompleksleri ve bakir, demir, ¢inko elementleri ile biyoflavonoidler gibi mineralleri
barindirmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. %’

Najeh ve ark.?*®nin ise; 2015 yilinda propolis, formokresol, ferrik siilfat ve
MTA materyallerinin  degisik konsantrasyonlarmi insan periodontal ligament
hiicreleriyle bir araya getirdikleri ¢caligmalarinda MTT analizi sonucu 24 saat sonunda
MTA ve propolisin benzer sekilde diger materyallerden daha biyouyumlu oldugunu
tespit etmislerdir. Silva ve ark.??®® da benzer sekilde alternatif endodontik materyaller
arasinda en az irritan 6zellik gosterenin propolis oldugunu belirtmislerdir.

Jahromi ve ark,'® MTT testi ile dental pulpa fibroblastlar1 iizerinde
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda propolisin fibroblast hiicrelerinin canliligini korumak
i¢in kalsiyum hidroksitten daha etkili oldugunu gostermislerdir. Al-Shaher ve ark.,?? in
vitro ortamda diisiik konsantrasyondaki propolisin PDL ve dental pulpa hiicrelerinin
canlilif1 iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda oldukga diisiik toksisite
gdzlemlenmistir. Sénmez ve ark.?® ise farkli olarak, propolisin yiiksek
konsantrasyonlarda gingival fibroblast hiicreleri {izerinde toksik etki yarattigini
belirtmislerdir. Sonuglardaki degiskenligin nedeninin arastirmalarin farkli dokular
tizerinde, farkli konsantrasyonlardaki propolis igerikli materyallerin farkli ajanlarla
karsilastirilmasi olabilecegi diisiintilebilir.

Eshagh A. Saberi ve ark.??>’nm Biodentin, MTA, CEM ve OCP materyallerinin
in vitro kosullarda insan gingival fibroblast hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda insert membran yontemi ile 24., 48. ve 168. saatlerde
MTT testi gerceklestirilmistir. Tlk 24 saatlik siirede, tiim materyaller arasinda kontrol

grubuna gore anlamli bir farklilik olmamakla birlikte 24 saatten sonra MTA ve
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Biodentin gruplar1 benzer sekilde diger materyallerden daha az toksik bulunmustur
Calismamizda yer alan kalsiyum fosfat icerikli Endo Repair materyalinin iki zaman
araliginda da diger materyallerle Kkarsilastirildiginda benzer sekilde antioksidan
Ozelligini tam olarak gosteremedigi goriilmektedir.

Poggio ve ark.?%? *nin, 2015 yilinda Dycal®, Calcicur®, Calcimol LC®, TheraCal
LC® ProRoot MTA®, MTA-Angelus®, and Biodentine™ materyallerinin fare
odontoblast hiicreleri (MDPC-23) {izerindeki biyouyumluluklarin1 24., 48. ve 72.
saatlerde degerlendirdikleri ¢alismalarinda MTA ve Biodentin’in diger yiiksek
sitotoksisite gosteren kalsiyum hidroksit igeren iirlinlere gére olduk¢a uyumlu oldugu
gosterilmistir. Ilk 24 saatlik siirede ProRoot MTA®, MTA-Angelus®, Biodentine®
materyalleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamis iken 72 saat sonunda tiim gruplarin canliliginda azalma ile birlikte ProRoot
MTA® and MTA-Angelus® gruplarinin birbirleriyle benzer sekilde ve digerlerinden
daha fazla doku dostu oldugu belirtilmistir (p<0.05). Bizim ¢alismamizda ise; ilk 24
saatte ProRoot MTA® materyalinin koruyuculugunun daha yiiksek olacak sekilde
Biodentine™ ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir. Tlk 24
saate kiyasla 72. saatte Biodentine™ grubunun doku iizerinde olusturdugu antioksidatif
savunmanin ProRoot MTA® grubundan daha fazla oldugu gdzlemlenmistir. Farkli
etkiler, materyallerdeki konsantrasyon degisikliklerinin biyouyumluluk {izerinde
yarattig1 pH degisimlerine baglanabilmektedir.?30-234

Ote yandan yine ayni arastirmacilar tarafindan fare odontoblastlari iizerinde
yapilmis olan benzer bir ¢alismada, Biodentin uygulanan hiicrelerin 24. saatte Dycal
uygulanmis olan hiicrelere gore yiiksek canliliga sahip oldugu saptanmis; ProRoot MTA
ve MTA Angelus gruplarinin iyi ve benzer canlilik gdstermelerinin yani sira Biodentin

grubuna gore daha az hiicre canliligi gosterdikleri belirtilmistir. 72. saatte tiim gruplarin
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hiicre canliliginda azalma goriildiigii, gruplar arasinda Biodentin uygulanan hiicrelerde
canlilik oranimin yiiksek oldugu bildirilmistir.?*®

Saberi ve ark.?°>’nm 2015 yilinda Biodentin, MTA, CEM ve Oktakalsiyum fosfat
materyallerinin SCAPs tizerindeki 24, 48 ve 168. saatlerdeki biyouyumluluklarint MTT
analizi ile degerlendirdikleri ¢calismalarinda en az sitotoksik materyal CEM olmak {izere
tiim gruplarin 1yi bir biyouyumluluk sergiledigi gosterilmistir. Daha 1yi bir gozlemleme
i¢in caligsma siirelerinin 168 saate ¢ikarilmasinin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.2. Gen Ekspresyon Analizlerinin 24 ve 72 Saatlik Bulgularimn
Tartisiimasi

Pulpa dokusunun periferik olarak dentin matriksi ile dogrudan temas halinde
diizenlenmis olan odontoblast 6zel hiicrelerinden olusan mezenkimal orijinli yumusak
bir doku olmasi ve vital pulpa tedavilerinin amacinin, birlikte ele alinan pulpa — dentin
kompleksinin canliliginin korunmasi olmasi1 dolayisiyla dental materyallerin toksik
etkilerinin yam1i sira enflamasyonu simirlandirma ve tersiyer dentinogenezis
mekanizmasini indiikleme yeteneklerinin degerlendirilmesi son derece dnemlidir.*®

Calismamizda reperatif dentinogenezise yon vererek olaylari diizenleyen, ¢esitli
in vitro ve in vivo yaklasimlar kullanilarak yapilan yogun arastirmalara konu olan
biyobelirteclerden ilk olarak TGF-B1 gen ekspresyonu iizerine ¢aligilmigtir.”*2*® TGF-B
siiper ailesi embriyonik gelisimde, hiicre c¢ogalmasi ve farklilasmasinda, hiicre dis1
matriks dongiisiinde ve epitelyal, mezensimal, ndronal hiicreler gibi ¢esitli hiicre
tiplerinin bircok fonksiyonunda gorev almaktadir.?®” Aymi zamanda antienflamatuar
cevabin olusturulmasinda ve dentin iizerinde Ozellikle fibroblast biiyiime faktorii-2
(FGF-2) tarafindan upregiile edilip ALP aktivitesinin arttiritlmasinda, mineralize
nodiillerin  olusumunda, dentin sialoprotein ve dentin matriks protein-1’in

ekspresyonunun indiiklemesinde 6nemli rol oynamaktadir.”®® Chang ve ark.,?*°
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yaptiklar1 c¢alismada TGF-B1’in apikal papilla kok hiicrelerinin kollajen igerigini
artirdigini ve ¢ogalmalarini indiikledigini bulmuslardir.

Calismamizda gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, ilk 24 saat i¢in Ozellikle
Biodentine™ ve Endo Repair gruplarinda yiiksek olmakla beraber tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olacak sekilde TGF-B1 gen ekspresyonu
goriilmektedir. 72 saat sonunda ise; Endo Repair, ProRoot® MTA ve ZnOEu
gruplarindaki ekspresyon derecelerinin  kontrol grubuna kiyasla fazla oldugu
belirlenmistir. Diger gruplara kiyasla en az ekspresyon sergileyen grup 24 saatte
sonunda ZnOEu, 72 saat sonunda ise Pulpine Mineral olarak belirlenmistir (Tablo 4.10,
Tablo 4.11).

Calismamizda ayrica TGF-f siiper ailesinin bir alt grubunu olusturmakta olan ve
simdiye kadar 20’den fazla alt grubu tanimlanmis olan BMP ailesinin pulpa hiicrelerinin
odontoblastlara farklilagsmasini stimiile ederek mineralizasyon icin Ozellikle biiyiik
onem tasiyan BMP-2 alt grubu degerlendirilmistir.?*® BMP-2"nin hiicre gogalmast,
farklilasmas1 ve apoptosis gibi bazi1 biyolojik aktivitelerde de etkileri bulunmaktadir.?!
Dolayisiyla, BMP2’nin in vitro ve in vivo ortamlarda dental pulpa progenitér kok
hiicrelerinin odontoblastlara farklilasmasini uyarmasiyla ilgili c¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir.?42

Calismamizda yer alan gruplar karsilastirildiginda, BMP-2 geni ekspresyonu
degerlerinin 24 saat sonunda TGF-B1 gen ekspresyonu degerleriyle benzerlik gosterecek
sekilde sirasiyla Biodentine™ ve Endo Repair gruplarinda en yiiksek oldugu
goriilmektedir. 72 saat sonundaki degerler, Endo Repair grubunda en yiiksek olmak
tizere ilk 24 saatle paralellik sergilemektedir. Diger gruplara kiyasla en az ekspresyon

sergileyen grup 24 saatte sonunda ProRoot® MTA, 72 saat sonunda ise Pulpine Mineral

olarak belirlenmistir (Tablo 4.13 ve Tablo 4.14).
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Calismamizda biyoaktivitenin degerlendirilmesi icin tiglincii sirada, farkli
dokulardaki Kkalsifikasyon ve erken mineral depozisyonundan sorumlu ve odontoblast
benzeri hiicreler igin diferansiyasyon ve gelisimden daha fazla tamir siirecinde adi
gecmekte olan ALP gen ekspresyonuna bakilmistir. Yapilan c¢alismalar pulpa
hiicrelerinin yiiksek diizeyde ALP aktivitesi sergiledigini gostermektedir. Pulpal
yaralanma sonras1 tamir ve iyilesmede dnemli bir rol sahibidir.®® ALP’ nin salgiladig
serbest fosfat molekiillerinin ortamdaki Ca*? iyonlariyla reaksiyona girmesiyle olusan
¢okelti hidroksiapatit molekiiler iinitesi gibi davranmaktadir.?® Calismamizda yer alan
gruplar karsilastirildiginda en yiiksek ALP geni ekspresyonu degerlerinin 24 ve 72 saat
sonunda sirasityla Endo Repair ve Biodentine™ gruplarinda en yiiksek ekspresyon
derecesi tespit edilmistir. 24 saat sonunda en az ekspresyon kontrol grubunda iken, 72
saat sonunda Pulpine Mineral grubunda tespit edilmistir.

Chang ve ark.,?® TGF-B1’in diisiik konsantrasyonlarda (0,5-1 ng/ml) apikal
papilla kok hiicrelerinin ALP aktivitesini stimiile ettigini fakat 5 ng/ml den yliksek
konsantrasyonlarda ALP aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir. Calismamizda TGF-
B1 ile ALP degerlerinin tam bir paralellik géstermeyisi bu duruma baglanabilir.

MTA’nin fibroblast hiicrelerinde ve osteoblastik hiicrelerde sitomorfoloji
degisikligi yapmamasi 6zelliginin yaninda biyoaktif dentin matris proteininin serbest
birakilmasina neden oldugu ve bu nedenle koronal veya apikaldeki sert doku
kopriisiiniin baslatabildigini, hiicre proliferasyonunu ve hiicre gogiinii uyarabildigini,
sonu¢ olarak sert doku ve periodontal doku rejenerasyonunu uyarabildigini anlatan
calismalar bulunmaktadir.2%” 12 Ornegin, Min-Seock Seo ve ark. hDPSC iizerinde 24 ve
72 saat sonra gRT-PCR analizi gergeklestirdikleri ¢alismalarinda MTA’nin 6nemli

diizeyde TGF-betal gen ekspresyonu artist  sergiledigini  belirtmislerdir.?*
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Calismamizda ise, arastirmacilarin sonucuna benzer olarak MTA grubundaki
ekspresyon diizeyi 72 saat sonunda belirgin bir artis géstermektedir.

Chang ve ark.2*’nin hDPCs iizerine uyguladiklarit MTA, insan plasenta ekstrakti
ve ikisinin kombinasyonu sonrasinda gerceklestirilen MTT analizi, ALP aktivitesinin
degerlendirilmesi, hiicre biiylimesi ve farklilagmasini belirten belirteglerin Alizarin Red
boyasi ve qRT-PCR ile gosterilmesi uygulamalari sonucunda tiim gruplarin hiicre
biiyiimesi ve farklilasmasini indiikledigi, kombine grupta daha az inflamatuar cevapla
birlikte dentin kopriisii, odontoblastik tabaka ve tiiblil olusumun gozlemlenmesi
bakimindan rejeneratif endodonti i¢in daha daha yararli oldugu gosterilmistir.

Rodriques EM ve ark.?*ni hDPCs iizerine uyguladiklart MTA ve MTA Plus
materyallerinin sitotoksisitelerinin yani sira osteojenik biyoaktiviteyi gosteren BMP-2,
ALP ve osteokalsin belirteglerinin  mRNA ekspresyonlarin1  degerlendirdikleri
caligmalarinda iki materyalin de toksik olmadigi ve gen ekspresyonlarinin MTA Plus
grubunda daha anlamlh diizeyde arttigi belirtilmistir. Calismamizda ise, MTA’nin ALP
gen ekspresyonu fiizerindeki olumlu etkisini BMP-2 ekspresyonuna yansitamadigi
goriilmektedir. Bunun nedeni, iki biyobelirtecin pulpa iizerinde sert doku indiiklenmesi
acisindan benzer 6zellikler tasimasina ragmen esit derecede etki olusturmamasi olabilir.

Kusum ve ark.}#* tarafindan siit dislerinde pulpa kaplama ajanlar1 olarak MTA,
Biodentin ve propolisin klinik ve radyografik degerlendirilmesinin 3., 6. ve 9. aylarda
gerceklestirildigi arastirmada calismamizin sonuglar ile paralellik gosterecek sekilde,
MTA ve Biodentin materyallerinin kendi aralarinda benzerlik gostererek propolis
grubuna gore daha az pulpal enflamasyonun var oldugu klinik ve dentin kopriisiiniin
daha fazla izlendigi radyografik basar sergiledikleri gosterilmistir.

Giiven ve ark.!® ise, MTA nin iki farkl: ticari iiriinii ile insan gingival fibroblast

hiicreleri tizerine yaptiklari ¢alismalarinda 24 ve 72 saat sonunda hiicre canliligint MTT
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analizleri, TGF-B1 ve BMP aktivitelerini aym1 zamanda Enzime Bagli immunolojik
Yontem (ELISA) ile degerlendirmislerdir. Kontrol grubu ve ProRoot MTA gruplari
karsilastirildiginda, 24 ve 72 saatteki TGF-B1 diizeyleri i¢in kontrol ve ProRoot MTA
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir. Calismamizda ise, iki grup arasinda
anlamli farklilik tespit edilmekle birlikte ProRoot MTA grubu, kontrol grubuna en yakin
degerlere sahip olan grup olarak tespit edilmistir. Giiven ve ark. ayrica, kontrol
grubunun BMP-2 ekspresyon diizeyinin test gruplarina gore anlamli derecede diisiik
oldugunu (p<0.001) ve zaman iginde artmadigini belirtmislerdir.?4’ Arastirmanin
sonuglari ile farkli olarak ¢alismamizda, ProRoot MTA grubunun BMP-2 ekspresyon
seviyesinin her iki zaman diliminde de kontrol grubundan diisik oldugu
gozlemlenmistir. TGF-81’in osteoblast farklilasmasi iizerinde etki gdstermesine zit
sekilde BMP-2 aracili stimiilasyonu veya BMP-2 kaynakli matriks mineralizasyonu
inhibe edici 6zelliginin de olabildigi ile ilgili makalelerin de var olmasi ¢calismamizdaki
TGF-81 ve BMP-2 degerlerinin paralellik gostermemesi ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir.

Hwang ve ark.2*® 2008 yilinda, 12 adet ratin sag iist birinci molar disleri {izerinde
MTA uygulamas1 yaptiklar1 ¢aligmalarinda, TGF-81’in reperatif dentinogenezis
tizerindeki roliinii anlamak amaciyla qRT-PCR ile hDPCs iizerindeki BSP ve DSP
ekspresyonlari, immiinofloresans ile TGF-B1 reseptorleri ve TGF-B1 tarafindan fosforile
edildiginde aktif hale gecen ve tekrar TGF-B1 transkripsiyonunu uyaran Smad
(Caernohabdit Elegan proteini igeren Drosophila protein homologlari) proteinlerini
incelemislerdir. DSP, odontoblast ve odontoblast benzeri hiicrelerde eksprese edilirken,
BSP odontoblast benzeri hiicrelerde daha gii¢lii sekilde eksprese edilmistir. Smad
proteinleri ve TGF-B1, reparatif dentinde normal dentine gore daha fazla olarak

belirtilmistir. Reperatif dentinin dentinojenik ve osteojenik oOzelliklerinin TGF-1
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tarafindan indiiklendigi sonucuna varilmistir. Calismamizda TGF-B1 ile BMP-2 ve ALP
biyobelirteglerinin gen ekspresyon degerlerinin materyaller icin benzerlik gdstermeleri
reperratif dentinogenezis i¢in tasidiklari Onemi vurgulamaktadir. Daha sonraki
caligmalarda BSP ve DSP gibi biyobelirteclerin de degerlendirilmesinin katk1
saglayacagi disiiniilmektedir.

Biodentin aktivitesiyle ilgili smirli sayida ve o6zellikle hayvanlar iizerinde
gergeklestirilen ¢alismalar mevcuttur. Oregin; Boukpessi ve ark.?* ile Shayegan ve
ark.?®® hayvan disleri iizerinde Biodentin ile gerceklestirdikleri histolojik calismalarinda
7 giinliik stirede hizl1 bir sert doku olusumunu bildirmislerdir. Ayrica iltihaplanmanin 15
giinliik siire ile smmrlandirildigimi belirtmislerdir. Laurent ve ark.}® ise, insan dental
pulpa hiicre kiiltiirii iizerine direkt olarak trikalsiyum silikat bazli siman olan Biodentine
™ materyalinin TGF-B1 sekresyonu iizerine etkisini MTA, kalsyum hidroksit ve Xeno
Il adeziv rezin ile karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda materyallerin uygulanmasindan 24
saat sonra ELISA ile TGF-betal sekresyonunu analiz etmislerdir. Calismamizla benzer
sekilde ozellikle Biodentine ™ materyalinin erken ve onemli diizeyde TGF-B1
sekresyonu gerceklestirdigi goriilmiistiir. About ve ark. insan dental pulpa hiicrelerinin
Biodentin ile B-gliserofosfat birlikte kiiltir edildiginde odontoblastik hiicrelere
farklilasabildigini soylemislerdir.?3

Nikfarjam ve ark.2% insan siit disi dental pulpa fibroblastlar1 iizerinde Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile TGF-p1 ve prokollajen tip 1
sekresyonlarin1  degerlendirerek Biodentin’in MTA’dan daha fazla olmak iizere
gosterdigi yiiksek performansi ortaya koymuslardir.

A. L. Gomes-Cornelio ve ark.?®! "nin MTA Plus, Biodentin ve rezin igerikli
kalsiyum silikat bazli simanlarin (CSCR ZrO2 ve CSCR Nb205) insan osteoblastik

hiicreleri (Saos-2) iizerine olan etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda MTT analizi
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ile hiicre canliligina, ALP osteojenik markerinin qRT-PCR ile gen ekspresyonu ve
alizarin boyast (ARS) ile mineralizasyon odaklarinin tespiti araciligiyla ALP
aktivitesine bakmiglardir. qRT-PCR' nin sonuglarina gore bir gilinlik maruziyet
sonrasinda tiim gruplardaki ALP ekspresyonun calismamizdan farkli sekilde kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu ortaya konulmustur. Ug giin sonra MTA
Plus grubunun, kontrol grubu ile karsilastirildiginda disiik diizeyde bir gen ifadesi
gostermeye devam ettigi; Biodentin ve CSCR ZrO2 gruplarinin kontrol ile benzerlik
gosterdigi  belirtilmistir. CSCR Nb205 grubunda ALP ekspresyonunun kontrol
grubunun 3 kat1 kadar fazla oldugu tespit edilmistir. ALP aktivitesinin zamana baglh
olarak belirgin sekilde gosterdigi artis neticesinde 7. giinde tiim gruplarda en yiiksek
ALP aktivitesi gozlemlenmistir. Calismamizda arastirmacilarin sonuglarindan farkl
olarak, tiim materyallerin 24. ve 72. saatler arasinda ALP gen ekspresyonunun azaldigi
goriilmektedir. Diger c¢alismalarda oldugu gibi 7. ve hatta 21. giinlerde de ALP
aktivitesinin izlenmeye devam edilmesi durumunda sonuglarin degisebilecegi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda A. L. Gomes-Cornelio ve ark.’nin g¢alismalarinda
uygulanan materyallerin 1:8 oraninda diliie edildikten sonra uygulanmasi da bu farklilik
tizerinde etkili olabilir. Hiicre canliliginin tiim materyaller i¢in doza bagli olarak
degistigi, 7 gilin sonrasinda materyallerin tamaminda yiiksek ALP gen ekspresyonu
gorildiigi fakat 3 giin sonunda en yiiksek ekspresyon ve hiicre canliliginin rezin igerikli
kalsiyum silikat bazli simanda gzlemlendigi sonucuna varilmistir.2%

Eid ve ark.2%* beyaz ve gri ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental Specialties,
Tulsa, OK) materyallerinin insan kemik kaynakli mezensimal kok hiicreleri (hMW-
MSCs) tizerindeki bir¢cok hedef osteojenik belirtecin (ALP, RUNX2, OSX, OPN, MSX2
ve OCN) ekspresyonunu qRT-PCR ve Western Blot yontemi uygulayarak 1, 3, 7 ve 10

giin boyunca saptadiklar1 ¢alismalarinda ALP ekspresyonu agisindan 7. ve 10. glinlerde
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gri MTA’da daha fazla olmak tizere gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.
ALP ekspresyon degerlendirilmesinde 7 giinden sonrasimin degerlendirilmesinin 6nem
tasidig1 anlagilmaktadir.

Yavlal ve ark.?®? 2014 yilinda, Biodentine™, ProRooT® MTA, formokrazol,
demir siilfat ve kalsiyum hidroksit materyallerinin 50 adet kok rezorpsiyonu
tamamlanmis siit dislerinden elde ettikleri mezensimal kok hiicreleri iizerindeki
sitotoksisitelerini 1., 3. ve 7. giinlerde MTT testi, rejeneratif 6zelliklerini qRT-PCR ile
ALP, tip | kollajen ve osteonektin analizleri ile karsilastirmislardir.Sonug olarak MTA
daha biyouyumlu bulunmus olup diger materyaller arasinda anlamli fark bulunmamastir.
Ayni zamanda 1. 7. ve 21. Giinlerde degerlendirilen tip | kollajen, osteonektin ve ALP
analizlerinde ise, Biodentin grubu MTA grubundan daha iyi bulunmustur.
Calismamizda benzer sekilde biyouyumlulugun ProRooT® MTA, biyoaktivitenin ise
Biodentine™ grubunda daha yiiksek olarak tespit edildigi goriilmektedir. Ayrica Yavlal
ve ark.’nin ¢aligmasinda kullanilan analiz yontemlerinin ve siirelerinin farkliligi goz
ontinde bulundurulmalidir.

Zohreh Ahangari ve ark.>® 2011 yilinda, propolisin dentin kalitesi ve dis pulpasi
kok hiicrelerinin varligi {izerine biyoaktif bir madde olarak etkisini 48 adet maksiller ve
mandibular domuz disi iizerinde degerlendirdikleri klinik ve immunohistokimyasal
calismada propolisin hig¢bir pulpal enflamasyon, enfeksiyon ve nekroz olusturmaksizin
kok hiicrelerin uyarilmasin1 sagladigini ifade etmektedir. Ayni zamanda hDPSC
stimulasyonu bakimindan propolis ve kalsiyum hidroksit arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik olmadig1 gosterilmistir. Farkliliklar, calismanin domuz disleri iizerinde
klinik ve immunohistokimyasal 6zellikte olmasindan dolay: olabilmektedir.

Parolia ve ark. * tarafindan propolis, MTA ve Dycal ile pulpa kaplanmasi

yapilan insan kiigiik az1 dislerinin ¢ekilmesinin ardindan 15. ve 45. giinlerde histolojik
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degerlendirmesinin yapildig1 bagka bir calismada ise, birbiriyle benzerlik gdsteren
propolis ve MTA gruplarinda daha fazla dentin kopriisii ve daha az pulpal enflamasyon
izlenmistir. Calismamizda ise; propolis icerikli Pulpine Mineral materyalinin
biyoaktivite 6zelliginin biyouyumluluk 6zelligi kadar ortaya konulamadig1 goriilmekte,
gelecekte in vivo ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.

Ozono JE ve ark®® kalsiyum hidroksit, propolis ve ikisinin kombinasyonu
seklindeki materyallerle kapladiklar1 domuz siit disleri pulpa dokusunun 7, 21 ve 42 giin
sonra histolojik analizlerini gergeklestirdikleri ¢alismalarinda 42 giin sonunda tiim
gruplarda pulpal enflamasyon olmaksizin sert doku gelisimini gosterilmistir. Moradi ve
ark. tarafindan 2015 yilinda MTA, Propolis ve plateletten zengin plazma (PRP)
materyalleriyle direkt pulpa kaplamasi uygulanmis kopek dislerindeki odontoblastik
farklilasmanin immunohistokimyasal yontemle degerlendirildigi calismada da benzer
sekilde propolisin TGF-B1 olusumunu indiikleyebildigi ve pulpa hiicreleri yoluyla
kollajen sentezleyebildigi gdsterilmistir.?® PRP ve Propolis’in ayn1 zamanda pulpa —
dentin kompleksindeki ©Onemli biyobelirteglerden olan fibronektin ve tenaskin
ekspresyonlar1 tlizerine de indiiktif etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Ayrica
Propolis'in odontoblastlarin farklilagmasi i¢in 6nemli olan TGF-B1 iiretimini uyarabilme
yetenegini gosteren Ansorge ve ark. ¢alisma sonuglariyla uyum gostermektedir.®’ Bretz
ve ark.®® tarafindan rat dental pulpa hiicrelerinde ile onarici dentin olusumunu
bildirdikleri ve Sabir ve ark.?®® tarafindan 4 hafta sonra kismi dentin kopriisii
olusumunun izlendigi ve flavonoid igerik sayesinde pulpal enflamasyonun
simirlandiginin belirtildigi ¢alismalar da mevcuttur. Calismamizda ise, arastirmacilarin
sonuglarindan farkli olarak propolis igerikli grubun TGF-81, BMP-2 ve ALP gen
ekspresyonlarindaki 24 saatteki artmayi 72 saate kadar siirdiiremedigi ve ekspresyonun

diger materyallerden anlamli diizeyde az olarak gergeklestigi goriilmektedir (p<0.05).
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Bu farklilik, c¢alismamizin hayvan digleri iizerinde gergeklestirilmis klinik ve
immunohistokimyasal c¢alismalardan farkli sekilde in vitro olarak hDPSC iizerindeki
etkilerini degerlendirmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda son olarak gen ekspresyon seviyesine baktigimiz parametre Bcl-
2’dir. Bel-2 gen ailesi proteinleri (Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak, Bad), antiapoptotik ve
proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan diizenlenen apoptoz i¢in belirleyici
bir role sahiptir.?6%-262 Gelisim ve diferansiyasyon boyunca canliligin diizenlenmesinde
fonksiyon goren ve yetiskin dokularinda fizyolojik olarak eksprese edilen Bcl-2, hiicre
proliferasyonuna neden olmadan hiicrenin canliligini saglayan bir apoptoz
inhibitoriidiir.?%® Fazla ekspresyonunun radyasyon, UV, p53, kemoterapétik ilaglar gibi
degisik stimuluslar tarafindan baglatilan hiicre Olimiinii engelledigi veya belirgin
bigimde azalttig1 belirtilmektedir. 260 264

Pulpa dokusunda da diger dokularda oldugu gibi geri doniisiimii olmayan bir
hasar neticesinde siddetli bir enflamasyon ile birlikte patolojik hiicre olimi
gerceklesebilecegi icin kullanilan dental materyallerin bu durumu tersine ¢evirmeye
yonelik davranmasi son derece dnem tagimaktadir. TAS ve TOS analizleri sonrasinda
antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunun degerlendirilmesinin de hiicre canliliginin
ortaya konulmasini agisindan destekleyici olacag: diislintilmiistiir.

Gruplar karsilastirildiginda Bel-2 geni ekspresyonu degerlerinin, 24 saat sonunda
sirastyla Biodentine™ ve Endo Repair gruplarinda en yiiksek olmakla birlikte
materyallerin tiimiinde kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla
oldugu goriilmektedir. 72 saat sonunda ise, sirasiyla Endo Repair ve ProRoot® MTA
gruplarinda gen ekspresyonu en yiiksek olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™, ZnOEu ve Pulpine Mineral gruplari daha az gen ekspresyonu

sergilemektedir. Bu siralamanin TAS ve TOS analizlerinden farkli olmasi, biyokimyasal

81



analizlerin hiicre canliligin miktari1 birebir gosteren Olglimler olmamalarina
baglanabilir. Ayrica antiapoptotik Bel-2 gen ekspresyonunun degerlendirilmesi, hiicre
Olimiiniin yalnizca apoptoz seklinde olan bolimiinii yansitmaktadir. Etkilenen
hiicrelerin 6liimii kaginilmaz ise apoptotik dongiiye katilmalari, nekroza yonelmelerine
kiyasla daha ¢ok istenen bir durum olmasina karsin ayrimi belirten ve hiicre 6liimiini
direkt olarak gosteren analizlerin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kartika ve ark.’®” nin 2015 yilinda MTA, propolis ve kalsiyum hidroksit
preparatlarinin hamster bobrek fibroblastlarindan elde edilen BHK21 hiicre kiiltiirleri
tizerinde meydana getirdigi genotoksisiteyi Single — Cell Jel Elektroforezis Metodu ile
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda MTA’nin apoptozise gidisi kolaylastirdigi, kalsiyum
hidroksitin ise nekroza neden oldugu ve propolisin DNA hasar1 yaratmadigimni
belirtilmistir. Calismamizda 6liim mekanizmasinin bu sekildeki ayrimi yapilmamis
olmasina karsilik propolisin apoptozise karsi olan direnci benzerlik gostermektedir.

Ek olarak genellikle kolay uygulanabilir olmasi, fazla zaman almamasi ve
kantitatif sonu¢ verebilmesi ag¢isindan klinikte apoptozis deteksiyonu agisindan
kullanigli olan Akim Sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin-
5 gibi antikorlar kullanilarak apoptozisde eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre
yiizey proteininin saptandif1 ¢alismalarin yapildig: goriilmektedir. Ornegin; sitotoksik
degerlendirmenin toplam hiicre sayisi, apoptotik hiicre orani (Anneksin-5/FITC/PI),
hiicre proliferasyon oram1 (BrDU-LI) ve SEM ile hiicre morfolojisi tespiti ile yapildigi
bir tez calismasinda ise; MTA (Angelus MTA), kalsiyum hidroksit (Dycal), 1sikla
sertlesen rezin igerikli kalsiyum hidroksit (Calcimol LC) ve 1s1kla sertlesen rezin igerikli
MTA (TheraCal)' nin fare fibroblastlarina (3T3) 24 ve 72 saatlik etkileri direkt kontakt
metodu kullanilarak degerlendirilmistir.?®® MTA materyalinin sitotoksisitesi diger

materyallerden daha az oldugu tespit edilmistir. TAS degerlerinin ilk 24 saatlik ve Bcl-2
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gen ekspresyonu degerlerinin 72. saat bulgulari, bu arastirmadaki MTA analiziyle
paralellik sergiliyor olsa da karsilastirildig1 materyallerin ve kullanilan yontem farklilig
g6z Oniinde bulundurulmalidir.

Biodentine (Septodont, Saint- Maur-des-Fosses, France), MTA (Angelus,
Londrina, PR, Brazil), Theracal LC (Bisco Inc., Schamburg, IL, USA) ve IRM
(Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany) materyallerinin SHEDs iizerindeki 24,
48 ve 72 saatlik etkilerinin karsilastirildigi Gonzales ve ark.?®® tarafindan yapilan
calismada MTT analizinin yan1 sira apoptozis ve hiicre fenotiplerindeki degisiklikler
Akim Sitometri Yontemi ile degerlendirilmistir. Ek olarak Alizarin Red boyamasi ile
kalsifiye matriks depozisyonlarnin analiz edildigi ¢alismada Biodentin, ¢alismamizdan
farkli olarak tiim yonleriyle diger materyallerden fazla basari sergilemistir. Kullanilan
kok hiicre ¢esidinin ve yontemlerin farkliligi goz 6niinde bulundurulmalidir.

Bortoluzzi ve ark.?® tarafindan kalsiyum silikat simanlarin hDPSC iizerindeki
osteojenik potansiyelinin gqRT-PCR kullanilarak ALP enzim aktivitesinin incelendigi
caligmada, hiicre canliigi MTT analizine ek olarak Akim Sitometri Yontemi ile
degerlendirilmistir. Biodentin ve TheraCal LC' nin sitotoksik etkilerinin zamana ve
konsantrasyona bagli oldugu ve osteojenik farklilasmanin Biodentin ile giiglendigi
sonucuna varilmistir. Her iki materyal de ¢calismanin pozitif kontrol grubunu olusturan
ZnOEu grubuna gore 1yi bulunmustur.

Calismamizda Ho hipotezlerimizin reddedildigini, kullandigimiz materyallerin
farkli oranlarda sitotoksik etki ve biyoaktivite sergiledigini gozlemlemekteyiz. Zamanla
ortaya koyulan toksisite degerleri ve oksidatif stresle iliskilerini destekleyen kapsamli
caligmalara ihtiya¢ vardir. Klinik kosullarda uygulanan pulpa kaplama materyallerinin;
dogru endikasyon verilmis dislere uygulanmalari, pulpa ile aralarinda dentin dokusunun

bulunup bulunmamasi, dogru hazirlanip yerlestirilmeleri, diger materyallerle
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etkilesimlerinin degiskenlik gosterebilmesi gibi agiz ortamindaki in vivo kosullarda
farklilik sergileyebilmeleri miimkiindiir. Bu sebeple, materyallerin biyouyumluluklari
ve biyoaktivitelerinin artirilmasina yonelik uzun siireli takip gerektiren ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda kullanilan materyallerin, 24 ve 72 saat sonunda insan dental
pulpa kok hiicreleri tizerinde benzer olmakla birlikte oksidatif etki meydana getirdikleri
tespit edilmistir.

2. Ilk 24 saat icin sadece ProRoot® MTA grubunun antioksidatif savunma
mekanizmasinin kontrol grubuyla benzer sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir. 24. ve
72. saatler arasinda tiim gruplarin antioksidatif savunma diizeyinde artis meydana
geldigi, en uzun siireli koruyuculugun Biodentine™ ile propolis icerikli Pulpine Mineral
gruplarinda ve en zayif koruyuculugun ZnOEu grubunda oldugu tespit edilmistir.

3. Tersiyer dentinogenezisin indiiklenmesi mekanizmasinda mineralizasyon i¢in
onemli biyobelirtecler olan TGF B1, BMP-2 ve ALP gen ekspresyonlarinin tiim
materyaller icin gerceklesmesi ile birlikte Biodentine™ ve kalsiyum fosfat icerikli Endo
Repair materyallerinde daha fazla meydana geldigi gosterilmistir. Ilk 24 saatlik
donemde Biodentine™, 72 saatlik daha uzun dénemde Endo Repair materyalinin
biyoaktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4. Antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyonlarmin ilk 24 saatte tim materyallerde
kontrol grubuna kiyasla artis goriilmekle birlikte en yiiksek ekspresyonun diger gen
analizlerine benzer sekilde Biodentine™ ve Endo Repair materyallerinde goriildiigii
tespit edilmistir. Tk 24 saate kiyasla 72 saat sonunda tiim materyaller i¢in apoptozisten
koruyucu gen ekspresyon seviyesinin azaldigl gosterilmistir. 72 saat sonunda yalnizca
Endo Repair ve ProRoot® MTA gruplar1 kontrol grubuna kiyasla fazla ekpresyon
sergilemistir.

5. Klinik agidan basarili materyallerin biyouyumluluklarini ve biyoaktivitelerini
arttirmaya yonelik girisimlerin 6n planda oldugu daha uzun siireleri kapsayan ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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Karar No
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Alman Karar

Prof. Dr. Taskin GURBUZ yéneticiliginde yiiriitiilmekte
olan ve Ars. Gor. Dt. Segkin AKSU tarafindan hazirlanan
“Cesitli Pulpa Kaplama Materyallerinin Insan Dental
Pulpa Kok Hiicreleri Uzerindeki Toplam Antioksidan
Seviyesi, Toplam Oksidan Seviyesi ve Gen Ekspresyonu
Analizlerinin Degerlendirilmesi” konulu uzmanlik tezi
calismasi, Saglik Bakanligi tarafindan yayimlanan 19
Agustos 2011 tarih ve 28030 sayili “Klinik Arastirmalar
Hakkindaki Yo6netmelik” hiikiimlerine bagli kalinarak
yapilmak sartiyla kabul edilmesinde bilimsel ve etik
acidan sakinca olmadigina oybirligi ile karar verildi.
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