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GUNUMUZDE DIREKT VE/VEYA INDIREKT KUAFAJ
TEDAVISINDE KULLANILAN MATERYALLERIN DENTAL
PULPA KOK HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSISITE VE
BIiYOUYUMLULUGUNUN iINCELENMESI

OZET

Amac: Bu ¢alismanin amaci, dort farkli pulpa kuafaj materyalinin in vitro ortamda
dental pulpa kok hiicreleri (hDPSCs) tizerindeki osteojenik, odontojenik ve anjiyojenik
etkilerini degerlendirmek, bununla birlikte sitotoksisite ve biyouyumluluklarin

karsilastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, gomiilii iiglincii biiylik az1 dislerinden izole
edilen DPSC’ler kullanilmigtir. DPSC’ler, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA,
TheraCal LC ve Dycal’in ekstrakt yontemi ile elde edilen salinim sivilarina maruz
birakilmistir. MTS testi ile hiicre canliligi, Annexin V/PI boyasi ile flow sitometride
apoptoz/nekroz hiicre tayini yapilmig ve materyallerin hiicre i¢i olusturdugu ROS
degerlerine bakilmistir. Osteo/odontojenik belirteglerden ALP, OCN, CollA,
SPARC(ON) ve anjiyojenik belirte¢ olan VEGF’nin gen ekspresyonu RT gPCR ile

belirlenmistir. Yiizey yapisindaki morfolojik degisimler SEM ile goriintiilenmistir.

Bulgular: MTS testi 1.3.5. ve 7. giin sonuglar1 degerlendirildiginde Harvard
BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC negatif kontrol grubuna gore hiicre
canliligini olumsuz etkilemedigi goriilmiis, 14.giin sonu MTS sonuglarma gore, Dycal,
Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir (p> 0.05). Dycal, ROS seviyesini arttiran tek materyal olmustur (p <
0.0001). Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC (p <0.0001) ve NeoPutty MTA’da (p <0.01)
yiiksek seviyede VEGF mRNA gen ekspresyonu gozlenmistir. NeoPutty MTA ve Dycal;
OCN mRNA gen ekspresyonunu, TheraCal LC ise Col1A ve SPARC (ON) mRNA gen
ekspresyonunu yukari yonde regiile emistir (p< 0.0001). ALP mRNA gen ekspresyonunu
arttiran tek materyal Dycal olmustur (p< 0.0001). TheraCal LC ve Harvard BioCal-Cap’in
SEM’de DPSC’lere karakteristik 1§ morfolojisini kazandirdig1 gortilmiistiir.

Sonug: Rezin esaslt MTA olan Harvard BioCal-Cap ve NeoPutty MTA, uyumlu
biyouyumluluk degerleri gostermis ve oOzellikle anjiyojenik belirteci destekledigi

saptanmistir.
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EVALUATION OF CYTOTOXICITY AND
BIOCOMPATIBILITY OF RECENTLY IN USE MATERIALS
IN DIRECT/INDIRECT CAPPING TREATMENT ON
DENTAL PULP STEM CELLS

ABSTRACT

Aim: This study aimed to evaluate the in vitro osteogenic, odontogenic and
angiogenic effects of four pulp capping materials on dental pulp stem cells (hDPSCs), as

well as to compare cytotoxicity and biocompatibility.

Materials and Methods: Impacted third molars were used to isolate hDPSCs,
which were treated with extract release fluids of pulp capping materials (Harvard BioCal-
Cap, NeoPutty MTA, TheraCal LC, and Dycal). Effects of capping materials on cell
viability were assessed using MTS assay and the apoptotic/necrotic cell ratios and ROS
levels from a flow cytometry. Marker expressions (ALP, OCN, Col1lA, SPARC (ON)
and VEGF) were determined by RT-qPCR. Changes in surface morphology of hDPSCs

were visualized by SEM.

Results: The MTS assay results at days 1, 3, 5 and 7 indicated that Harvard
BioCal-Cap, NeoPutty MTA and TheraCal LC did not adversely affect cell viability
when compared to the control group. According to the MTS assay results at day 14, no
significant difference was found among Dycal, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA and
TheraCal LC affecting the cell viability. Dycal was the only capping material that
increases the ROS level. High levels of VEGF expression were observed in Harvard
BioCal-Cap, TheraCal LC, and NeoPutty MTA. NeoPutty MTA and Dycal up-regulated
OCN expression, whereas TheraCal LC up-regulated CollA and SPARC expression.
Only Dycal increased ALP expression. The hDPSCs were visualized in characteristic

spindle morphology by SEM due to TheraCal LC and Harvard BioCal-Cap.

Conclusion: NeoPutty MTA and Harvard BioCal-Cap MTA showed suitable
biocompatibility values, and in particular, these capping materials were observed to

support the angiogenic marker.
Key Words: Biocompatibility, Cytotoxicity, Dental pulp stem cells, mMRNA

Expression, Pulp capping treatment
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1. GIRIS VE AMAC

Gegmisten gilinlimiize pulpa hastaliklarinin tedavilerinde, tedavi yontemi ve
materyal se¢imi ile ilgili bircok gelismeler kaydedilmis ancak tek bir tedavi protokolii
olusturulamamistir (1). indirekt kuafaj tedavisi, direkt kuafaj tedavisi ve pulpotomi gibi
geri dontistimlii pulpa tedavilerinde, ikincil yaralanmalardan pulpay1 korumak amaci ile
lizeri bir materyal ile kapatilip, tedavi sonrasi iyilesme ve tersiyer dentin olusumu
beklenmektedir. Son yillarda pulpay1r korumak ve tersiyer dentin mekanizmasinin
olusumunu indiiklemek icin, gelistirilen kuafaj materyallerinin sitotoksisite ve
biyouyumluluk o6zellikleri degerlendirilmis ve tamir, sizdirmazlik kapasiteleri
arttirtlmaya ¢alisilmistir (2). Sekonder dentin yapimi sonucu olusan tersiyer dentin tiibiil
yapisi, daha diizensiz yapida olup, pulpal reaksiyonlarda en 6nemli faktorler arasinda yer
alan dentin gecirgenligini azaltmaktadir. Dentin tiibiil ve matriksinde, difiizyon yoluyla
veya tiiblil gecirgenligi ile pulpaya toksik bilesikler ulagabilmekte ve inflamatuar
reaksiyonlart baslatabilmektedir (3,4). Derin dentin ¢iiriiklii dislerde ¢iiriik lezyonun
pulpaya yaklagmasi sonucu olusan patolojik durumlar; travma, mekanik veya iatrojenik
sebeple pulpa yaralanmasinin goriildiigii vakalarda secilen materyallerin ve uygulama

prosediirlerinin farkl iyilesme paternleri gosterebilecegi bilinmektedir (5)

Direkt/indirekt kuafaj tedavisinde, kalsiyum hidroksit (Ca (OH)2) igeren ve hizli
sertlesme 0zelligi olan patlar uzun yillardir klinik kullanimda yerini almaktadir. Ancak
bu materyallerin, dentin yiizeyi ile zayif baglanti olusturdugu, mikrosizintiy1
onleyemedikleri ve restorasyon altinda bir siire sonra rezorbe olduklar1 goriilmiistiir (6).
Ayrica kalsiyum hidroksit altinda olusan dentin kopriilerinde tiinel defektleri olabilecegi
bilinmektedir (3). Mineral Trioksit agregat (MTA), kalsiyum hidroksite alternatif olarak
piyasaya siiriilmils yiliksek fiziksel dayanima sahip bir materyaldir. Mikrosizintiy1
engelleyebilmesi, biyouyumlulugunun yiiksek olmasi ve restorasyon altinda rezorbe
olmayip pulpayr hermetik kapatabilmesiyle siit ve daimi vital pulpa tedavilerinde
basariyla kullanilmaktadir. Kalsiyum hidroksite benzer alkaligi o6zelligi ile pulpa
hiicrelerinin odontoblastlara farklilasmasini indiikleyen biyolojik olarak aktif bir substrat
olarak goriilmektedir (7). TheraCal LC (Bisco Inc, Schamburg, IL, ABD), rezin modifiye
kalsiyum silikat esasli kaide/astar materyalidir. Ayrica kalsiyum silikat bazli bu materyal

yuksek kalsiyum salinimi yapmaktadir. Salinan kalsiyum iyonlari, pulpadaki



odontoblastlar1 indiikleyerek proliferasyonu ve farklilagsmay1 saglamakta ve sert doku
olusumunu uyarmaktadir (3,8). Yeni bir materyal olan Harvard BioCal-CAP; rezin
icerikli MTA igeren ve 1sikla polimerize olan kuafaj materyali olarak piyasaya
stiriilmiistiir. TheraCal LC ve MTA’nin iistlin 6zelliklerinin birlestirilmesi ile piyasaya
¢ikmig olan Harvard BioCal-CAP ile ilgili literatiirde sitotoksisite ve biyouyumluluk
ozelliklerinin degerlendirildigi herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. NeoPutty MTA
(NuSmile), macun kivaminda bulunan, manipiilasyon zorlugunun ortadan kaldirildigi,
hazir karistirilmis sekilde piyasaya siiriilen yeni MTA igerikli kuafaj materyalidir. Yeni
bilesimlere sahip materyalleri, klinik uygulamalarindan 6nce kapsamli bir sekilde

degerlendirecek daha fazla in vitro ve in vivo arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Canli dokular, doku gelisimi ve tamirinden sorumlu kok hiicre veya oncii hiicreleri
barindirmaktadir. Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme, kendilerini
yenileyebilme, Ozellesmis hiicrelere kaynaklik etme ve hasar sinyallerini algilama
ozellikleriyle viicuttaki diger hiicrelerden farkli, 6zellesmemis hiicrelerdir. Bu hiicreler,
embriyonik gelisimde ve organlarin olugsmasinda ve hasarli dokularin tamir edilmesinde

onemli rol oynamaktadir (9).

Dis pulpast kok hiicreleri, tedavi amagli uygulamalar i¢in gerekli biitiin 6zellikleri
tagimaktadir ve bu hiicrelerin elde edilmesi oldukg¢a kolaydir. Pulpa dokusundan elde
edilen kok hiicrelerin, yiiksek proliferasyon ve farklilasma yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir. Dental pulpa kok hiicreler ile biyo-materyallerin, rejenerasyon protokolleri
kapsaminda etkin olarak kullanimlari miimkiindiir. Yasam siireleri uzundur, giivenli

olarak dondurulup saklanmalart miimkiindiir (10).

In vitro sitotoksisite testlerinde; doku kiiltiirleri, organ kiiltiirleri, hiicre kiiltiirleri
ve hiicre organelleri kullanilabilmektedir. Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin;
tipine, uygulandigi bolgeye ve fonksiyonuna bagl olarak degismektedir. Biyouyumluluk
bir materyalin canli dokular ile temas halinde iken sistemik ve lokal toksisite, alerjik,
mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi doku reaksiyonlar1 olusturmamasidir (11).
Gilinlimiizde yeni bir materyalin insanlarda uygulanmadan 6nce genis kapsamli testler ile
biyouyumlulugunun degerlendirilmesi gerekmektedir (12,13). Dental materyallerin
sitotoksisite testleri i¢in en fazla kullanilmakta olan biyolojik sistemler, kiiltiir
hiicreleridir. Kiiltlir hiicreleri ya ticari olarak kiiltiirlerden elde edilen hiicrelerden

olusabilir ya da canli dokulardan izole edilebilmektedir (14). Dental dokulara ait hiicre



kiiltiirleri, viicut organizmasinin biitiiniine yonelik degil hiicre morfolojileri, DNA ve

protein sentezleri gibi hiicresel diizeyde degerlendirme i¢in kullanilmaktadir (15).

Bu ¢alismanin amaci, dort farkli pulpa kuafaj materyalinin in vitro ortamda dental
pulpa kok hiicreleri (hDPSCs) lizerindeki osteojenik, odontojenik ve anjiyojenik etkilerini

degerlendirmek, bununla birlikte sitotoksisite ve biyouyumluluklarini kargilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DENTIN-PULPA KOMPLEKSI HiSTOLOJIiSi VE FiZYOLOJiSi

Pulpa; mine, dentin ve sement gibi sert ve mineralize dokular1 tarafindan
siirlandirilan, koronal ve radikiiler boliimde yer alip duyusal ve besleyici fonksiyonlari
yerine getiren, ekto-mezensim kokenli damar ve sinir ag1 ile sarilmis homojen bir bag

dokusudur (16).

Insan viicudundaki diger dokulardan farkli olarak; mineralize ve sert dentin
duvarlar1 arasinda bulunan dental pulpada, inflamatuar reaksiyon sonucu vazodilatasyon
gerceklesmekte ve kan akimi artmaktadir. Bununla birlikte siddetli pulpal inflamasyon
sonucu nekrotik pulpa dokusuna doniismektedir. Dental pulpadaki hiicre
popiilasyonlarinin biiylik gogunlugunu fibroblastlar olusturmaktadir. Fibroblastlarla ilgili
yapilan bir¢ok caligmada, bu hiicre grubunun diger hiicre gruplarina kiyasla daha farkli
kollajen tiplerini sentezleme ve salgilama kapasitelerine odaklanilmistir. Dental pulpanin
fonksiyonlarma devam edebilmesi i¢in kan damarlarmin desteklenmesi ve
stabilizasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Dental pulpanin fonksiyonlarma devam
edebilmesi i¢in kolajen sentezi, hiicre adezyonu ve ekstraseliiler matriks (ECM)
sentezinde rol almaktadir. Fibroblastlarla ilgili yapilan son c¢alismalarda ise kolajen
sentezinden ziyade diger fonksiyonel gorevlerine daha ¢ok odaklanilmistir. Fibroblastlar,
dental pulpa inflamasyonu veya yaralanmasi durumunda, hiicre sinyalizasyonu ile dentin-
pulpa rejenerasyonunu ve vaskiilarizasyonunu saglamak igin biiyiime faktorleri
sentezlemektedir (17,18).

2.1.1. Pulpanin Tabakalar:

Isik mikroskobu altinda incelenen dental pulpa histolojik olarak distan ice dogru;
odontoblast tabaka, hiicreden fakir tabaka (weil tabakasi), hiicreden zengin tabaka ve

santral tabaka olmak {izere 4 bolgeden olugmaktadir (19).



2.1.1.1. Odontoblast tabakasi: Saglikli pulpanin en disinda odontoblast
tabakast yer almaktadir. Bu tabaka, predentinin hemen altinda bulunur ve

odontoblastlarin hiicre govdelerinden olugsmaktadir.

Odontoblast hiicrelerinin uzantilari, predentini gegerek dentinin i¢ kisimlarina
dogru ilerlemektedir. Odontoblast tabakasinda ayni zamanda kilcal damarlar, sinir lifleri

ve dendritik hiicreler de bulunabilmektedir (19).

2.1.1.2. Hiicreden fakir tabaka (Weil tabakasi): Koronal pulpadaki
odontoblast tabakasinin hemen altinda bulunan ayni zamanda sub-odontoblastik tabaka
olarak da bilinen, yaklagik 40 um genisliginde, hiicre igermeyen kisimdir. Miyelinsiz sinir
lifleri, fibroblastlarin sitoplazmik uzantilart ve kapillerin bulundugu bu tabakanin varlig
pulpanin islevini ve fonksiyonlarini belirlemektedir. Dentinin ¢ok hizli olustugu geng
pulpalarda veya reperatif dentinin iiretildigi yasli pulpalarda bu tabaka belirgin olarak
goriilememektedir (19).

2.1.1.3. Hiicreden zengin tabaka: Radikiiler pulpaya kiyasla koronal pulpada
daha belirgin olan bu tabakada, yliksek oranda fibroblast hiicre yogunlugu
gozlenmektedir. Fibroblastlarin yani sira hiicre agisindan zengin olan bu bdlge,
makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi degisken sayida savunma hiicresi bulundururken
aynm1 zamanda farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler de igerebilmektedir. Normal
saglikli bir pulpada, bu tabakada hiicre boliinmesi nadir goriiliirken geri doniisiimsiiz
olarak hasara ugrayan pulpada, hiicreden zengin bdlgede hiicresel mitotik aktivite
artmaktadir. Bu mitotik aktivite yeni bir odontoblastik tabakanin olusumunu saglayan

yolun ilk adimini olusturmaktadir (19).

2.1.1.4. Santral tabaka: Pulpanin en i¢ kisminda bulunmaktadir. Bu tabaka
daha biiyiikk kan damarlari, sinir lifleri igcermekte olup bu bdlgenin en belirgin hiicre

grubunu fibroblastlar olusturmaktadir (20).
2.1.2. Pulpanin Hiicreleri

2.1.2.1. Odontoblastlar: Dentin-pulpa kompleksinin en karakteristik ve
0zellesmis hiicre grubu olan odontoblastlar hem dis gelisimi hem de yaslanma doneminde
dentinogenezden sorumlu olup tersiyer ve sekonder dentin yapiminda gdrev yapan

hicrelerdir.



Dentinogenez sirasinda dentini ve dentin tiibiillerini olusturmaktadir. Tiibiil
icerisinde bulunan odontoblastlar hiicre uzantilar1 (Tomes lifleri), dentine canli ve
duyusal bir doku olma o6zelligi saglamaktadir. Odontoblast, osteoblast ve
sementoblastlarin birgok ortak 6zelliginin bulunmasi1 dentinogenez, osteogenez ve
sementogenez siireglerinin mekanizmalarinin benzer olmalarinin en belirgin nedenidir.
Bu hiicrelerin her biri, kollajen fibriller ve mineralizasyon siirecinde rol oynayan
proteoglikan yapida bir matriks iiretmektedir. RNA acisindan da zengin olan bu
hiicrelerde belirgin endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, salgi graniilleri ve c¢ok

saylda mitokondri bulunmaktadir (20).

Geng pulpanin koronal kisminda bulunan ve aktif olarak kollajen salgilayan
odontoblastlar, uzun silindirik bir form seklinde goriilmektedir (21). Odontoblastlarin
hiicre govdeleri arasinda yaklasik 30 ila 40 nm genisliginde hiicreler arasi bosluk
bulunmakta olup hiicre govdeleri arasinda baglant1 kompleksleri yer almaktadir. Baglanti
kompleksi, sinyal molekiillerinin hiicreden hiicreye gecisine izin veren konneksin
proteinlerinden olusmaktadir. Bitisik odontoblastlar1 birbirine baglayan yapilar arasinda;
dezmozomlar (zonula yapisiyor), bosluk baglantilari (nexuslar) ve siki baglantilar (zonula
okliidens) dahil olmak bir dizi 6zel hiicre-hiicre baglantis1 (baglanti kompleksi)
bulunmaktadir. Odontoblast hiicre govdelerinin apikal kisminda yer alan nokta
dezmozomlar, odontoblastlar1 mekanik olarak birlestirmektedir. Bosluk baglantilar
(nexuslar), predentin katmani iireten ve salgi aktivitesini sekronize eden sinyal
molekiillerinin, hiicreler arasindan gegirgenligi saglayan bosluklar olusturur. Predentin,
saglam mine dokusu ve sement ile sinirlandirilan pulpaya hiicre dis1 molekiil, iyon ve sivi
gecisini kisitlamaktadir. Bitisik odontoblastlar1 birbirine baglayan yapilar arasinda yer
alan zonula oklidensin (siki baglantilar), odontoblast tabakasinin gegirgenligini
belirledigi goriilmektedir. Kavite preparasyonu sirasinda bu baglantilar bozulmakta ve

boylece dentin gegirgenligi artmaktadir (20).

2.1.2.2. Fibroblastlar: Pulpada sayica en fazla bulunan hiicrelerdir. Uygun

sinyal proteinleri ile odontoblast benzeri hiicrelere farklilagabilmektedir.

Bu  hiicreler tip I, III kolajen sentezinin yam sira proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlar1 (GAG) da sentezleyebilmektedir. Bu sayede ECM’in matriks
proteinleri iiretilmektedir. Ayrica fibroblastlar, kolajeni fagosite edip sindirebildikleri i¢in

pulpadaki kolajen dongiisiinden sorumludur. Pulpada sayica en fazla bulunan hiicre olan



fibroblastlar, ozellikle hiicreden zengin tabakada goriilmektedir. Farklilagmamig
fibroblastlar, daha modern bir terim olan kok hiicreler olarak ifade edilmektedir. Pulpa
fibroblast hiicreleri diger bag dokularindaki fibroblastlarla karsilastirildiginda
farklilasmamis hiicrelerin daha yogunlukta oldugu goriilmektedir (22). Bu goriintii

pulpada ¢ok sayida retikiilin benzeri liflerin gozlenmesiyle desteklenmistir (23).

Pulpada dokusunda yara iyilesme mekanizmasini modellemek adina, ekspoze
olmus pulpa dokusu ve pulpotomi tedavisi sonrasinda olusan dentin kd&priisi
incelenmistir. Yapilan bir c¢alismada, odontoblastlarin farklilasmasindan once
gerceklesen mitotik aktivitenin Ozellikle perivaskiiler fibroblastlar arasinda meydana
geldigi gosterilmistir (19). Biiylimesi ve sentezi i¢in néropeptitler tarafindan uyarilan
fibroblast hiicreleri, inflamasyon sirasinda sinir bityiime faktorii (NGF) ve proinflamatuar
sitokinler tiretmektedir. NGF’in sadece dis gelisimi asamasinda degil pulpal yaralanma
sonucu olusan odontoblast yanitlarinin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynadigini

diistiniilmektedir (24—26).

2.1.2.3. immunolojik savunma hiicreleri: Makrofajlar, monosit ve
lenfositlerden diferansiye olarak kan dolasimi ile pulpaya ulasan immonolojik savunma
hiicrelerinden dentritik hiicrelerin, odontoblast tabakasina yakin kisimda bulundugu ve
sitoplazmik uzantilart ile dentin tiibiillerinin igerisine girdigi goriilmektedir (27).
Pulpanin orta kisminda lokalize olan immiinolojik savunma hiicrelerinin, tamir ve

inflamasyona bagli immiinolojik savunma reaksiyonlarinda sayilar1 artmaktadir (28).

Bu hiicreler inflamasyon siirecinde antijen sunucu makrofajlar gibi protein
antijenlerini hiicre igine alarak MHC smif II (Biiyik Doku Uyusum Kompleksi)
molekiilleri araciligiyla T lenfositlerinin indiiklenmesinde rol oynamaktadir.
Fibroblastlara benzer sekilde makrofajlar da pulpadaki sinyal yolaklarinda aktif rol
almaktadir. Uygun inflamatuar uyaranlar tarafindan aktive edilen makrofajlar, interlokin
(IL-1), timor nekroz faktori (TNF), biliyime faktorleri ve diger sitokinleri
tiretebilmektedir (29). Saglikli pulpada T lenfositlerinin bulundugu bilinmektedir (30). T-
lenfositler, makrofajlar ve dendritik hiicrelerin varligi, pulpanin immiin cevabi baglatmak
icin gerekli olan hiicre donanimina sahip oldugunu gostermektedir. B lenfositler ise

saglikli pulpada daha az sayida bulunmaktadir (27,31).



2.2. KOK HUCRE

Fonksiyonel olarak kendilerini yenileyebilme kapasitesinin yani sira farklilagmis
hiicreler iiretebilme yetenegine sahip hiicre grubuna kok hiicre denilmektedir (32,33).
Telomeraz aktivitesi sayesinde tekrar tekrar boliinebilme ve hiicrenin temel karakteristik
ozelliklerini tagityan hiicreler olusturabilme (self renewal) 6zelligine sahiptir. Hiicreler

arasi sinyalizasyonla, birden fazla hiicre grubuna farklilagip, doniisebilmektedir (34).

2.2.1. Farklhlasma ve Boliinme Ozelliklerine Gore Kok Hiicreler

Kok hiicreler, boliinme ve farklilasma derecelerine gore; totipotent, pluripotent,

multipotent, oligopotent ve unipotent olmak tizere bes baslik altinda siniflandirilmaktadir
(35).

2.2.1.1. Totipotent kok hiicreler: Siirsiz farklilasma ve tiim olas1 hiicre

gruplarina doniisebilme yetenegi olan kok hiicrelerdir.

Totipotent kok hiicreler; embriyo, embriyo sonrasi tim doku ve organlar ile
emriyo-dist membran ve organlari olusturabilen kok hiicre grubu olarak bilinmektedir

(36).

2.2.1.2. Pluripotent kok hiicreler: Embriyonik kok hiicreler ve embriyonik
kok hiicre farklilagsmasinin baslangic asamalarinda olusan mezoderm, endoderm ve

ektoderm germ tabakalarindan olusan kok hiicrelerdir.
Hemen hemen tiim hiicre tiplerine farklilagabilmektedir (35,37).
2.2.1.3. Multipotent kok hiicreler: Sinirli farklilasma yetenegine sahip ve
0zellesmis hiicre tipini iireten kok hiicre grubudur.

Bulunduklar1  dokunun erigskin  (hematopoietik) kok hiicre grubuna
doniisebilmektedirler. Ornek olarak; trombositler, kirmizi ve beyaz kan hiicreleri bu

gruptadir (38).



2.2.1.4. Oligopotent kok hiicreler: Bulunduklar1 doku igerisinde birkag hiicre
grubuna farklilasma 6zelligi olan kok hiicrelerdir. Ornek olarak (yetiskin) lenfoid veya

miyeloid kok hiicreler bu grupta sayilabilir (35).

2.2.1.5. Unipotent kok hiicreler: Sadece kendi tiiriinde hiicreler iiretebilen bu
hiicreler, kendini yenileyebilme 6zelligi sayesinde unipotent kok hiicre olarak

adlandirilmaktadir. Yetiskin kas kok hiicreleri unipotent kok hiicrelerdir (35).
2.2.2. Kaynaklarina Gore Kok Hiicre Tipleri

2.2.2.1. Embriyonik kok hiicreler: Pluripotent kok hiicre grubu olan
embriyonik kok hiicreler, kendi kendini kopyalayan ve bir¢ok hiicre tipine farklilasabilen
hiicrelerdir. Uterusta, implantasyon meydana gelmeden once gelisimsel asamada olan
embriyolardan elde edilir (39). insan embriyonik kok hiicrelerinin iiretildigi embriyolar
tipik olarak dort veya bes giinliik olan blastosist adi verilen embriyonun i¢ hiicre

kitlesinden elde edilir (40,41).

2.2.2.2. Uyarilms pluripotent kék hiicreler (iPS): Pluripotent kok hiicre
genlerinin (Oct3/4, Sox2, Kfl4, vb.) aktarilmasiyla olusan indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler, ilk olarak 2006 yilinda uygulanmistir. Arastirmacilar, iPS uygulamasi ile 2012
yilinda Nobel 6diilii almaya hak kazanmislardir. Embriyonik kok hiicre kullanimindaki
etik sorunlar ve blastokist kullanimin1 gerektirmeyen bu yontem gelecek aragtirmalar i¢in

umut vaad etmektedir ve 6nemli bir gelisme olarak kabul edilmektedir (42).

2.2.2.3. Yetiskin kok hiicreler: Yetiskin kok hiicreler (embriyonik olmayan
kok hiicre), embriyonik gelisimden sonra viicutta bulunan, 6lmekte olan hiicreleri
yenilemek ve hasarli dokular1 tamir etmek icin hiicre bdliinmesiyle ¢ogalan,
farklilasmamis totipotent veya multipotent hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicrelerin canli
organizmadaki birincil rolleri, bulunduklar1 dokuyu korumak ve onarmaktir. Blastosisten
koken alan embriyonik kok hiicrelerin aksine, bazi olgun dokulardaki yetiskin kok

hiicrelerin kdkeni hala arastirilmaktadir (43).

Kendilerini yenileyebilme ve farklilasabilme yeteneklerine sahip embriyonik
olmayan kok hiicreler, yerlesim ve farklilasma o6zelliklerine gore alt gruplara

(hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler) ayrilmaktadir.



2.2.2.3.1. Hematopoetik kok hiicreler: Biitiin kan hiicrelerine farklilasabilme
ozelligi olan hematopoetik kok hiicreler (HKH), yetiskin kok hiicre grubunda yer
almaktadir. Embriyonik dénemde olusan hematopoetik kok hiicreler dogumdan sonra
kemik iligine yerlesmektedir. Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan hematopoetik
kok hiicrelerin transplantasyonu igin siklikla kemik iligi, periferik kan tercih edilirken

kordon kani da tigiincii bir segenek olarak kullanilmaktadir (44).

2.2.2.3.2. Mezenkimal kok hiicreler (MKH): Kemik iliginin stromal bélmesinde
bulunan mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), ilk olarak, sigan kemik iliginde progenitor
hiicrelerden izole eden Friedenstein ve Petrakova'nin (1966) oncii calismalarinda

tanimlanmistir (45).

Kemik, yag, kikirdak ve kas dahil olmak iizere bag dokusu hiicrelerinde farkli
dokulara farklilagsma kapasitesi gdstermektedir. Ayrica kemik iliginde hematopoietik kok
hiicreler icin stromal destegin saglanmasinda rol oynamaktadir. Mezenkimal kok
hiicreler, kemik iligindeki g¢ekirdekli hiicre popiilasyonunun %0,001-0,01'1 gibi ¢ok
kiigiik bir boliimiinii temsil etmekte olup yliksek verimlilik ve kiiltiir ortaminda degisik
hiicre gruplarma farklilagma kapasitesine sahiptir. Bu sebeple mezenkimal hiicreler,
rejeneratif tip ve doku mithendisligi alaninda kullanimlariyla biiyiik ilgi gormektedir (46).
Multipotent mezenkimal stromal kok hiicreler (MKH) tip alanindaki terapotik
potansiyelleri ve cesitli rejeneratif prosediirlerdeki basarilar nedeni ile her gecen giin ilgi
gormektedirler. Bu alanda kaydedilen asamalar ile birlikte calisma sonuglarini
karsilagtirmak ve standardizasyonu saglamak amaciyla Uluslararasi Hiicresel Tedavi

Dernegi (ISTC), MKH’leri tanimlamak i¢in minimal kriterler onermistir. Bunlar;

1) Standart kiiltiir kosullarinda muhafaza edildiginde, MKH’ler plastik ylizeye
yapisabilmeli

2) CD105, CD73 ve CD90 gibi spesifik yilizey antijen ekspresyonu

saglayabilmeli

3) In vitro ortamda osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasabilmelidir

(47).
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Tablo 2. 1: ISCT'ye gore MKH yiizey antijenleri (47)
Pozitif yiizey antijenleri > %95) Negatif yiizey antijenleri (<%?2)

CD90, CD73, CD105, CD29, CD146 CD34, CD14, CD45, CD19, CD28

MKH’lerin pozitif ve negatif yiizey antijen belirtegleri flow sitometri veya
boyama analizleri (¢ift boyama, icli boyama) ile belirlenebilmektedir. Ayrica
mezenkimal kok hiicrelerin farklilagmasini tespit etme yontemleri arasinda; Alizarin Red,

Von Kossa, Oil Red ve Alkalin Fosfataz gibi boyalar yer almaktadir (46).

2.2.3. Dental epitelyal kok hiicreler

Dis gelisimi, ektodermal ve ekto-mezenkimal (ndral krest) germ tabakalari
arasindaki etkilesimlere dayanmaktadir. Dis gelisiminin ektodermde basladigi kabul
edilmektedir. Ektoderm tabakasi tarafindan salgilanan iki 6nemli biiyiime faktorii, BMP-
4 (Kemik Morfogenetik Proteini-4) ve FGF-8 (Fibroblast Biiyiime Faktorii-8), dis
gelisiminin baslamasi i¢in ¢ok dnemlidir (48). Fibroblast biiyiime faktorlerinden FGF-10
(Fibroblast Biiyiime Faktorii-10), dental epitelyal kok hiicrelerin ameloblastlara ve
stratum intermedium hiicrelerine farklilagsmasinda aktif rol alirken ayni zamanda
farklilagmanin indiiklenmemesi i¢in sinyalizasyon mekanizmasinda gorev almaktadir.
Farklilagsma kapasitesi yiiksek olan dental epitelyal kok hiicreler, dis stirmesinden sonra

kaybolur ve dis gelisimi ile ilgili galismalar i¢in kullanilmamaktadir (49,50).

2.2.4. Dental dokulardan elde edilen mezenkimal kokenli kok hiicreler

Dental dokulardan izole edilen dental pulpa kdk hiicreler (DPSCs), eksfoliye siit
dislerindeki kok hiicreler (SHEDs), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSCs), dental
folikiil kok hiicreler (DFSCs) ve dental apikal papilla kokenli kok hiicreler (SCAPs)
mezenkimal kokenli kok hiicreler bu gruba dahildir (51). Son donemde yapilan
caligmalarda yenidogan natal dislerinden izole edilen insan natal dis pulpasinin (hNDP)
karakterizasyonu yapilmis ve hNDP-SC’ler insan kemik iliginden izole edilen MKH’lerin
ozellikleri ile karsilastirilmistir. Yenidogan natal dis her 2000 ila 3000 canli dogumda bir
goriilmektedir ve denk gelme olasiligi nadirdir, bu da yapilan c¢aligmalar

siirlandirmaktadir (52).
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2.2.4.1. Dental pulpa kék hiicreleri (DPSCs): ilk kez 2000 yilinda Gronthos
ve arkadaslari tarafindan izolasyonu yapilan dental pulpa kok hiicreleri, doku

miihendisligi ¢alismalarinda ¢ok 6nemli kaynak olarak kabul edilebilmektedir (53).

Ilk olarak gomiilii iiglincii molar dislerden izole edilen dental pulpa kok
hiicrelerinin, mikro c¢evresel kosullar altinda yiliksek cogalma ve farklilasma
potansiyelleri oldugu belirlenmistir. Uygun kosullar saglandiginda DPSC’ler,
odontoblast, osteoblast, kondrosit, miyosit, nérosit, adiposit, kornea epitel hiicreleri ve
iPS hiicrelerine farklilasabildigi bilinmektedir (54,55). Yapilan bir ¢alismada, tasiyici
soliisyon olarak hidroksiapatit-trikalsiyum fosfat kullanilan ve laboratuvar ortaminda iki
yil bekletilen DPSC’lerin, sicanlarda kabul edilebilir seviyelerde kemik olusumunu
indiikledigi goriilmiistiir. Dolayisiyla bu hiicrelerin, uygun izolasyon kosullariyla
dondurulup saklanmasi ile gelecek calismalar i¢in kullaniminin miimkiin olacagi
bilinmektedir (56). 2009 yilinda d'Aquino ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
dental pulpa kok hiicreleri ilk kez klinik ortamda uygulanmistir. Kortikal alveolar
laminada goémiilii halde bulunan, ikinci biiyiik az1 dislerin distalinde kemik defektine ve
alveolar krette bilateral kemik rezorpsiyonuna neden olan iigiincii biiyiik az1 dislerinden
DPSCs izole edilmis ve 17 goniillii hasta bu ¢alismaya katilmistir. izole edilen dental
pulpa kok hiicreleri, kolajen bir iskelenin iizerine ekilip daha sonrasinda rezorpsiyon ve
defekt alanina yerlestirilmislerdir. 3 ay sonra yapilan klinik ve radyografik muayenede
defekt ve rezorpsiyon alaninda tam iyilesme saglandig1 ve rejenerasyonun tamamlandigi
gozlenmis DPSC’lerin kemik dokusuna farklilagabildigi bildirilmistir (57). Yapilan in
vitro caligmalara gére DPSC’lerin farklilagma potansiyelinin, gilincel olarak standart
kabul edilen kemik iligi kok hiicrelerine kiyasla daha iyi oldugu bildirilmistir (58). Dental
pulpa kok hiicrelerinin, yalmizca dis hekimligi ve maksillofasiyal cerrahide degil aym
zamanda rejeneratif tibbin farkli alanlarinda da kok hiicre bazli rejeneratif ve onarici
tedaviler i¢in umut verici bir kaynak oldugu bildirilmektedir. DPSC’lerin miyokard
enfarktiisii, sinir dokusu rejenerasyonu, kas distrofisi, serebral iskemi ve kornea

rejenerasyonu gibi tedavilerde de kullanildig: bilinmektedir (59,60).
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2.2.4.2. Dental folikiill kok hiicreleri (DFPCs): Gelismekte olan disleri
cevreleyen ve gevsek bir bag dokusu yapisinda olan dental folikiil, osteogenezis ve
osteklastogenezisi diizenleyerek eriipsiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Sement,
kemik ve periodontal bag dokularinin dental folikiilden olusmasi folikiilde bulunan kék
hiicreler hakkinda fikir vermektedir. Periodontal dokunun 6nciilii olan dental folikiil kok
hiicrelerinin, periodontal rejenerasyon igin iyi bir kaynak olabilecegi diisliniilmektedir
(61). Dental folikiil kok hiicrelerinin kemik iligi kok hiicrelerine gore daha yiiksek

proliferasyon hizina ve osteojenik farklilasma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir
(62).

2.2.4.3. Apikal papilla kok hiicreleri (SCAPs): Kokleri tam olusmamis
immatiir dislerde apikal papilla bulunmakta ve pulpaya gevsek bir bag dokusu ile
baglanmaktadir. Apikal papilla kok hiicreleri (SCAP) ilk olarak 2006 yilinda izole edilmis
ve doku mithendisligi alaninda yapay dis kokii olusturmak amaciyla kullaniimistir (63).

Apikal papilla ile pulpa arasinda kalan bolgede hiicre yoniinden zengin bir alan
bulunmaktadir. Sonoyama ve ark. bu alanda hem DPSC hem de SCAP hiicrelerinin
bulundugunu ve farkli 6zellikler tasidigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda apikal papilla
kok hiicrelerinin diger dental pulpa kok hiicrelerine gore daha basarili proliferasyon
ozelligi gostererek hiicre bazli rejenerasyon icin uygun bir kaynak olabilecegi

bildirilmistir (64).

2.2.4.4. Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSCs): Periodontal bag
dokusunda osteoblastlara ve sementoblastlara farklilagabilen progenitor hiicreler
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin de kok hiicre ozelligi tasidigi, 2004 yilinda Seo ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir. Ayn1 zamanda PDLSC’lerin sementoblast benzeri
yapilara, adipositlere, kollajen iireten hiicrelere farklilasabilecegi bildirilmistir (65).
Periodontal ligament kok hiicrelerinin doku miihendisligi i¢in potansiyel bir aday
olabilecegi, ozellikle periodontal defektlerin onarimi ve kok gelisiminde etkili rol

oynayabilecegi savunulmaktadir (66).

2.2.4.5. Eksfoliye olmus siit dislerinden elde edilen kok hiicreler (SHEDs):

Cekilmis siit disi pulpalarindan elde edilen kok hiicrelerin, DPSC'lerden farkli 6zelliklere
sahip oldugu goriilmiis ve bu nedenle SHED olarak adlandirilmistir (67). Bu hiicreler
BMSC, PDLSC ve DPSC ile karsilastirildiginda, daha iyi replikasyon ve proliferasyon
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ozellikleri gostermistir (68,69). Daha iyi replikasyon ve proliferasyon gosteren ve aktif
telomeraz aktivitesi bulunan SHED’ler, DPSC’lere gore daha az sayida matiir (olgun)

hiicreye sahiptirler (70).

2.3. DERIN DENTIN CURUKLU DISLERDE DENTIN-PULPA
KOMPLEKSI VE KLiNiK PROSEDURLER

Akut ve hizli ilerleyen giiriikklerde pulpada inflamatuar reaksiyonlar baslamadan
once odontoblast hiicreleri icinde dejeneratif degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
durum hiicre 6liimiine daha sonra alttaki hiicreden zengin tabakada odontoprogenitor
hiicrelerin yer degistirmesine ve mezenkimal kok hiicrelerin odontoblast benzeri
hiicrelere farklilagmasina neden olmaktadir. Akut ve hizli ilerleyen ¢iiriiklerde diizensiz
tiibiil yapis1 gozlenirken daha yavas ilerleyen kronik ciiriikklerde diizenli tiibiillerin

olustugu ve tamir dentini tiretiminin gergeklestigi goriilmektedir (71).

Derin dentin ¢iirik lezyonlarinda ¢iiriigiin ilerleme hizi ile pulpa-dentin
kompleksinin savunma mekanizmasi hizi arasinda bir denge bulunmaktadir. Dentin-
pulpa kompleksinin savunma mekanizmast i¢in pulpa dokusunun saglikli olmasi
onemlidir. Ciiriigiin kontrolsiiz ve hizli ilerlemesi sonucu pulpada inflamasyona dogru

dengenin bozuldugu bir durum ortaya ¢ikmaktadir (72).

2.3.1. Indirekt Pulpa Kuafaj

Derin dentin ¢iirtigli goriilen dislerde, kavite preparasyonu yapilirken pulpanin
ekspoze olmadigi, ciirlik lezyonunun tamamen uzaklastirilmadigl veya uzaklastirildig

durumlarda indirekt pulpa kuafaji tedavisi protokolleri uygulanmaktadir (73,74).

Tek asamali secici cliriik dokusu uzaklagtirma protokolii; kavitenin sadece
pulpaya yakin tabaninda sert veya yumusak dentin birakildiktan sonra bir biyomateryel
ile dentin ylizeyinin ortiilmesini icermektedir. Ayn1 seansta kalic1 restorasyonla islem
tamamlanmaktadir (75,76). Iki asamali, kademeli ¢iirik dokusu uzaklastirma
protokoliinde ise secici ¢iiriik dokusu temizlendikten sonra biyomateryal uygulanmakta
ve gecici bir restorasyon ile seans bitirilmektedir. 6-12 ay sonra gecici restoratif
materyalin uzaklastirilmas1 ve ¢iiriik dokunun tamamen uzaklastirilmasiyla daimi
restorasyon yapilmaktadir. Her iki yontemde de NaOCl ve %?2’lik klorheksidin
diglukonat soliisyonu ile kavite dezenfeksiyonu, izolasyon kontrolii i¢in rubber dam

kullanimi tavsiye edilmektedir (75,76).
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2.3.2. Direkt Pulpa Kuafaji

Direkt pulpa kuafaj tedavisi; ¢iiriik, travma, dis preparasyonu veya ¢iiriik dokunun
uzaklastirilmasi sirasinda pulpanin ekspoze oldugu ve pulpanin asemptomatik bulgular
gosterdigi durumlarda uygulanan vital pulpa tedavi segenegidir. Pulpanin ekspoze
ylizeyine bir biyomateryalin uygulanmasi ve ardindan daimi bir restorasyonun hemen
yapilmasint icermektedir. Direkt pulpa kuafaj tedavi uygulamas: i¢in saglikli bir pulpa
dokusu, iyi bir izolasyon, steril bir ortam, kavite dezenfeksiyonu ve tercihen kalsiyum

silikat bazli biyomateryal uygulamasini igeren gelismis bir protokol kullanilmalidir (77).

Indirekt ve direk kuafaj tedavisinde pulpa dokusu ¢ikarilmazken parsiyel
pulpotomide etkilenmis pulpa dokusunun 2-3 mm’lik boliimii ¢ikarilmaktadir. Bu teknik
ile ¢liriik dokusu ile enfekte olan ylizeyel pulpa dokusu elimine edilmektedir. Pulpa
kaplama prosediirleri pulpa dokusunu korumaktadir ancak yiizeyel inflamasyon siirecini
tersine ¢evirememektedir. Bu nedenle parsiyel pulpotomi prosediirinde 2-3 mm’lik
dokunun ¢ikarilmasi 6nerilmektedir. Asemptomik veya inflamasyonlu pulpa dokusunun
ayrilmasinda ve uygun tedavi protokoliiniin uygulanmasinda sorunlar ¢ikabilmektedir.
Pulpanin dokusunun inflamasyon durumunu dolayli olarak gosteren bir belirte¢ olan

hemostaz ve kanama kontrolii, uygun protokoliin se¢ilmesinde yardimei olmaktadir (78).

24. PULPA KUAFAJ TEDAVISINDE KULLANILAN DENTAL
MATERYALLER

2.4.1. Kalsiyum Hidroksit

Kalsiyum hidroksit, dis hekimligi klinik uygulamalarinda yiizyili agkin siiredir
kullanilmaktadir. Ilk olarak 1920'de Herman tarafindan, dis hekimliginde pulpa kuafaj
materyali olarak tanitilmis olup giiniimiizde pulpa tedavilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum hidroksit, molekiiler agirligi 7.08 u olan beyaz, kokusuz bir
tozdur. Kalsiyum hidroksit tozu, siv1 bir ¢oziicii ile veya metil seliiloz ile siispanse edilip
pat kivamina getirilip kullanilabilir. Katalizor ile kalsiyum hidroksit, oda sicakliginda
reaksiyona girmekte ve dakikalar i¢inde sert ve amorf yapida bir bilesik olusturmaktadir
(79). Kimyasal olarak su igerikli sivilarla temas edince giiglii bir bazik 6zellik
gostermektedir. PH’1 yaklasik olarak 12,5-12,8 arasindadir ve dokuya temas ettiginde
kalsiyum ve hidroksil iyonlarma ayrigmaktadir (80). Ca (OH)2, antimikrobiyal
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aktivitesini sivi bir ortamda hidroksil iyonlarinin salinimi ile gergeklestirmektedir.
Hidroksil iyonlari, biyomolekiiller ile reaksiyona giren, olduk¢a oksidan 6zellikte olan
reaktif serbest bir radikallerdir ve bakteriler iizerinde etkilerini serbest radikaller tireterek
gosterir. Bu olay bakteriyel sitoplazmik membranlarda hasar, protein denatiirasyonu ve

DNA’da hasar gibi muhtemel sonuglar meydana getirmektedir (81).

Kalsiyum hidroksit ekspoze pulpa yiizeyine uygulandiginda ytiksek alkali 6zelligi
ve ortama salinan hidroksil iyonlar1 nedeniyle ii¢ tabaka halinde yiizeyel bir nekroz alani
olusturmaktadir. Bu salinan iyonlar ile kontrollii bir kimyasal hasar meydana gelmektedir.
Nekroz bolgesinde meydana gelen irritasyon ve sonrasinda devam eden pulpa
stimiilasyonuyla tamir olusumu baslamaktadir. Dokuda meydana gelen hasar sonrasinda
vaskiiler ve inflamatuar hiicre gogii ve proliferasyonu meydana gelmektedir. Onarim
siirecinde, mezenkimal ve endotelyal pulpa hiicrelerinin gocli ayni zamanda
proliferasyonunu takiben kollajen olusumu izlenmektedir. Pulpa hiicreleri, nekroz
alaninda odontoblastlara farklilasmakta ve dentin benzeri doku olusumu gézlenmektedir.
Nekroz bolgesinde kollajen mineralizasyonu, komsu dokudaki dejenere olmus hiicrelerin
distrofik kalsifikasyonu ile baslamaktadir. Kalsiyum iyonlarinin varligi, yara bolgesinde
kalsiyum karbonatin c¢okelmesini uyarir ve bdylece mineralizasyonun baslamasina

katkida bulunmaktadir (82).

2.4.2. Cinko Oksit Ojenol

Cinko oksit ojenol, ojenolat kristal matriksi arasina gOmiilmiis sekilde
bulunmaktadir. Bununla birlikte fiziksel ve kimyasal bir dizi reaksiyon sonucu ¢inko oksit
ojenol kristalleri olusturmaktadir. Sertlesme reaksiyonu sonucunda kalsiyum ojenolat ve
protein kompleksi olusturmaktadir. Antienflamatuvar etkisi sayesinde siklooksijenaz ve
lipooksijenaz reaksiyonlar1 sonucu olusan reaksiyon {iriinlerinin biyosentezini
engellemektedir. Cinko oksit ojenol, pulpada anestezik (sedatif) etki gostererek néronal
aktiviteyi inhibe edici rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda vazodilatasyon saglayarak toksik
irritanlarin birikimini onler ve bunlarin kisa siirede uzaklastirilmasina yardimct olur.
Cinko oksit ojenoliin, vital pulpa tedavilerinden biri olan direkt pulpa kuafajinda, ekspoze
olmus pulpa iizerinde kullanimi tartigmalidir. Ancak indirekt pulpa kuafajinda, derin
dentin yiizeyine uygulanan ¢inko oksit ojenol simanin, bakterisit etki gostererek bakteri
eliminasyonu sagladigi, toksik triinlerin pulpaya difiizyonunu engelleyerek pulpal

inflamasyon bulgularini sinirladig1 ve mikrosizintty1 6nledigi belirtilmektedir (83).
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2.4.3. Kalsiyum Silikat Icerikli Materyaller

2.4.3.1. Mineral trioksit agregat (MTA): 1993 yilinda Dr. Mahmoud
Torabinejad tarafindan tanilan biyoaktif ve osteokondiiktif bir materyal olan MTA
endodontik tedavilerde kullanilmis ve dis materyalleri arasinda bir paradigmaya yol

acmustir (84).

MTA pulpa ile temas ettiginde biyouyumlu bir 6zellik gostererek, dentin yapimini
indiiklemek i¢in gerekli olan sinyal molekiillerinin salinimi uyarmaktadir. Ayrica kok
ucunda kullanildiginda sementoblastlar ve periodontal ligamanin yenilenmesini saglayan
bir biyomateryal olarak bildirilmistir (85,86). MTA tozunun ana bilesenlerini, radyo-opak
Ozelligini veren trikalsiyum silikat (%52-53), dikalsiyum silikat (%23), trikalsiyum
aliminat (%0-4), kalsiyum siilfat (%1.5) ve bizmut oksit (%20) olusturmaktadir (87).
Piyasaya siiriilen ilk iirlin olan demir oksit igeren ve gri renkli toz formunda bulunan
ProRooT MTA, daha sonra 2002 yilinda, yerini demir oksit ¢ikarilip magnezyum oksit
eklenerek piyasaya sunulan beyaz renkli ProRoot MTA’ya birakmistir (88). Hidrofilik
bir biyomateryal olan MTA, sertlesme reaksiyonu i¢in neme ihtiyag duymaktadir (89).
Toz ve suyun karisimi sonucu gerceklesen kimyasal reaksiyonla hidrasyon tepkimesi
meydana gelmektedir. Hidrasyonla amorf yapida kalsiyum oksit kristallerinden olusan
kolloidal jel olusmaktadir (90,91). MTA tozu ve likiti karistirildiginda 10.2 olan pH
degeri, 3 saat sonunda 12.5’e ylikselmektedir (92).

MTA’nin uzun sertlesme siiresi, renk degistirme potansiyeli, zor klinik
manipiilasyonu ve bazi tedavilerin tamamlanmasi i¢in birden fazla klinik ziyaret
gerektirmesi dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Bu sinirlandirmalari en aza indirmek
ve klinik kullanimini arttirmak i¢in 2001 yilinda degistirilen formiiliiyle MTA Angelus
piyasaya siirlilmistiir. MTA Angelus’ta serlesme siiresini kisaltmak i¢in formiiliinden
kalsiyum siilfat ¢ikarilmistir (93). Hizli sertlesen ve bu siireyi 43 dakikadan 6 dakikaya
diisliren, parcacik boyutunun kiigiildiigii nano-beyaz MTA (NW-MTA) nin stronsiyum
tuzlar1 igerdigi ve bu sayede biyoaktivitesinin arttigi bildirilmistir. Sodyum hipoklorit
(NaOCl) ilavesinin sertlesme siiresini (%30-60) azalttig1 belirtilmistir (94). Yine ayni
amagla sertlesme reaksiyon siiresini kisaltmak icin 1sikla sertlesen rezin modifiye MTA
tanitimi yapilmistir. Formiiliine 2-hidroksi etil metilakrilat (HEMA) ve trietilen glikol di-
metakrilat (TEGDMA) ilave edilmistir (95).
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2.4.3.2. Biodentin: Biodentin (Septodont), ilk olarak 2009’da MTA’nin
eksiklikleri ve dezavantajlarini gidermek amaciyla MTA teknolojisine dayanarak

piyasaya siriilmiistiir (96).

Biodentin; pulpa kuafaji, pulpotomi, endodontik perforasyon tamiri, kok
rezorpsiyonu tedavisi, kok ucu rejenerasyonu olmak iizere genis bir uygulama alanina
sahiptir ve dentin replasman materyali olarak kabul edilmektedir. Sertlesme siiresi, 12-13
dakika arasinda olup bu siirenin MTA’dan 6nemli 6lgiide az oldugu bildirilmektedir. Bu
hizli sertlesme reaksiyonu, artan partikiil boyutu, sivi bilesenine eklenen kalsiyum kloriir
(CaCI2) ve sivi igeriginin azaltilmasina baglanmaktadir (97). Ayni zamanda yapilan
calismalar, hidrasyon reaksiyonu ile baglantili olan di-kalsiyum silikatin ¢ikarilmasinin,
kalsiyum silikat-hidrat (CSH) igin bir ¢ekirdeklenme merkezi olan kalsiyum karbonatin
eklenmesinin kisa sertlesme siiresine etki eden faktorler arasinda yer aldigini
bildirmiglerdir (98). Biodentin’in sertlesme reaksiyonu MTA’ya benzemekte olup CSH
(kalsiyum silikat-hidrat) ve Ca (OH)2 olusumu ile sonu¢lanmaktadir. Biodentin ayrica
toz halinde kalsiyum karbonat icermektedir ve bu da karbonat fazinin varligin
aciklamaktadir. Biodentin’in i¢indeki trikalsiyum silikat partikiil boyutu daha kiigiiktiir
ve bilesimine hidrofilik polimerin eklenmesi manipiilasyonu ve kullanimin1 daha kolay

hale getirmektedir (98).

2.4.3.3. Endosequence: Endosequence BC (Brasseler ABD), yiiksek oranda
radyo-opak olan, boyutsal olarak kararli, hidrofilik ve sertlesme reaksiyonu sonucu

hidroksiapatit olusturan baska bir biyoaktif materyaldir.

Sertlesme reaksiyonu i¢in dentin tiibiillerinde bulunan tiibiiler nemi
kullanmaktadir. MTA’ya gore kullanimi1 daha kolay olan bu materyal macun formunda
siringa icerisinde ve daha dnceden karistirilmis sekilde bulunmaktadir (99). Uretici firma,
malzemenin aliiminyum igermedigini, daha az ¢ziiniir oldugunu ve sertlesme reaksiyonu
sirasinda boyutsal olarak daha kararli oldugunu bildirmektedir (100). Sertlesme siiresi 2-
4 saat arasinda degigmektedir. Perforasyon tamiri, apikal cerrahi, apikal tika¢ ve pulpa
kuafaj1 i¢in uygun bir materyal oldugu bildirilmektedir. MTA ile karsilastirilabilir giiglii
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu ve bu nedenle MTA'ya alternatif bir materyal oldugu
belirtilmektedir (101).
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2.4.3.4. Rezin modifiye kalsiyum silikat (TheraCal LC): TheraCal LC,
direkt veya indirekt kuafaj tedavilerinde kullanilmasi 6nerilen 1s1kla polimerize olan rezin
modifiye kalsiyum silikat bazli biyometaryel olarak tanitilmistir (102). TheraCal LC,
portland ¢imentosu, polietilen dimetakrilat, polimerize edilebilir metakrilat monomerleri,
baryum zirkonattan olusmaktadir (103). Ayrica kalsiyum silikat bazli bu materyal, yiiksek
seviyede kalsiyum salinimi yapmaktadir. Salinan kalsiyum iyonlari, pulpadaki
odontoblastlar1 indiikleyerek proliferasyonu ve farklilasmay1 saglamakta ve sert doku
olusumunu uyarmaktadir (3,104). Antibakteriyel etkinlikle ile ilgili olarak, TheraCal
LC'nin, S. mutans'lara kars1 kalsiyum hidroksit kadar etkili oldugu bulunmustur. Ancak
S. sanguis ve S. salivarius lizerinde daha diisiik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (105).
Yapilan c¢aligmalarda, TheraCal LC’nin basing dayanimi ve direncinin, MTA ve
Biodentin’e kiyasla daha yiiksek oldugu bulunmustur (106). Yiiksek radyo-opak 6zelligi
sebebiyle daimi restorasyonun altinda ince bir tabaka halinde uygulanmas1 6nerilmektedir
(102).

2.4.3.5. Bioagregat: Nano partikiil boyutunda trikalsiyum silikat, tantal

pentaoksit, kalsiyum fosfat ve silikon dioksitten olusmaktadir.

Biyoseramik igerikli bu biyomateryal, ana bilesen fazini trikalsiyum silikat
olusturmakta olup formiilasyonunda aliiminyum igermedigi bildirilmistir. MTA’dan
farkli olarak radyoopak 6zelligini bizmut oksit yerine tantal pentaoksit ile gostermektedir.
Toz/likit oran1 1/0.38 g/ml olacak sekilde 2-5 dakika karistirilan Bioagregat’in sertlesme
reaksiyonu yaklagik olarak 4 saat stirmekte ve daimi restorasyonun sonrasinda yapilmasi
gerekmektedir. Ayni seans daimi restorasyonun yapilamamasi1 Bioagregat’in
dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Hidrath kalsiyum silikat (HCS) jelden olusan
nano-kompozit bir ag sayesinde bu materyalin sizdirmazlik potansiyelinin ¢ok yiiksek
oldugu bildirilmistir(107). Bioagregat’in, insan fibroblast hiicreleriyle biyouyumlu
oldugu ve osteoblastlarda osteoblastik farklilasmay1 uyardigi rapor edilmistir (108).
Biyouyumluluk ve sizdirmazlik kapasitesi agisindan MTA'ya benzemektedir. Ancak sert
doku bariyeri olusturma potansiyelinin daha yiiksek oldugu vurgulanmistir. Kok
perforasyonu onarimi, kok rezorpsiyonu onarimi, kdk ucu dolgusu, apeksifikasyon ve

pulpa kuafaji endikasyonlar1 arasinda yer almaktadir (109).

19



2.4.4. Kalsiyumla Zenginlestirilmis Karisim (CEM)

Kalsiyumla zenginlestirilmis karisim (CEM), 2006 yilinda endodontik dolgu
malzemesi olarak dis hekimligi alanina girmistir. Film kalinlig1 (materyalin belirli bir yiik
altinda gosterebilecegi minimal kalinlik), materyalin akiskanligi ve sertlesme stiresi
uygun fiziksel 6zelliklere sahiptir. Ayrica nem varliginda MTA’ya gore daha kisa siirede
sertlesme reaksiyonu gosterdigi bildirilmistir (99,110). CEM’in klinik uygulamalari,
MTA ve Biodentin’e benzer olmakla birlikte pulpa kuafaji, pulpotomi, rezorpsiyon ve
onarim materyali olarak kullanildigi ve giizel sonuglar verdigi bildirilmistir (111,112).
CEM tozu, su bazli ¢ozelti ile karigtirildiginda, hidrasyon reaksiyonu ger¢eklesmekte ve
biyoaktif kalsiyum ve fosfatla zenginlestirilmis iirliinler agiga ¢ikmaktadir. Ayrica
hidroksiapatit olusumuyla ortama kalsiyum ve fosfor iyonlari salinmaktadir (113).
CEM’in; klinik uygulamalarda manipiilasyonu, sertlesme siiresi, antibakteriyel ve
antifungal o6zellikleri, biyouyumlulugu, renklenme yapmamasi ve sizdirmazlik gibi

avantajlart oldugu bildirilmektedir (114).

2.5. SITOTOKSISITE VE BIYOUYUMLULUK

Biyouyumluluk (doku uyumlulugu), bir materyalin uygun hedef dokuya
yerlestirildiginde, dokunun verdigi reaksiyon ve fonksiyon yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Biyouyumlu bir materyal, sistemik ve lokal toksisite, alerjik,
mutajenik ve karsinojenik etki gibi degerlendirme skalalarinda basarili sonuglar
kaydetmelidir. Malzemelerin biyolojik uyumlarini test ederken ortak yaklasim ve ilke,
hiicre kiiltiirlerine dayanan basit in vitro sitotoksisite testleri ile baglamaktadir. Bir
malzemenin biyouyumlulugu ve karakterizasyonu ile iligkin bilgiler veren bu deneyler ve
arastirmalarda umut verici bulgular rapor edilirse, deney hayvanlar1 {izerinde daha
kapsamli ¢aligmalar yapilabilmektedir. Klinik ¢aligmalar ise bu degerlendirme siirecinin

son adimi olmaktadir (115).

2.5.1. In Vitro Sitotoksisite ve Biyouyumluluk Testleri

Ureticiler tarafindan materyallerin biyouyumluluguna iliskin birgok hipotez,
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan elde edilen verilere dayanmaktadir. Hayvan veya insan
dokularindan izole edilen hiicreler, hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiilmekte ve daha sonra

bu testler igin kullanilmaktadir (116).
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Biyouyumlulugun degerlendirilmesi i¢in yapilan in vitro sitotoksisite testlerinin
amaci, dental materyallerin viicut dokulart ile temas ettiginde veya doku igerisine
yerlestirildiginde gergeklesebilecek biyolojik reaksiyonlar1 simiile etmektir. Yeni
gelistirilen materyalleri arastirmak i¢in in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalari, hayvan ve
klinik caligmalar1 6ncesi basari sansini azaltacak segeneklerin eliminasyonu saglamak ve
giivenilir sonuglar elde etmek icin ilk adimi olusturmaktadir. Materyallerin in vitro
laboratuvar testlerinin yapilmadan hayvan testlerine gecilmesi ¢ok zaman alic1 ve pahali
bir yontem oldugu bilinmektedir (117). Canli dokulardan alinan 6rneklerin; uygun besi
yerlerinde iiretilerek, canliliklarini ve tireme fonksiyonlarini devam ettirmelerini saglayan
in vitro yonteme hiicre kiiltiirii denilmektedir. Hiicre bilesenleri, uygun sicaklik degeri
olan 36° C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren kosullarda inkiibe edilip hiicre kiiltiir flasklarin
igerisinde tretilmektedir (118,119).

Glniimiizde hazir hiicre gruplar1 kullanilmaya baslanmis olup, bu hiicrelerin
kolayca ¢ogaltilabilmesi, karakterizasyonunun bilinmesi ve nispeten tutarli olmasi bu
grubun avantajlari arasinda yer almaktadir (115). Siklikla tercih edilen hazir hiicre
gruplarinda; fare fibroblastlar1 (L-929, 3T3), insan epitel hiicreleri (HeLa) yer almaktadir.
Periodontal veya dental pulpa fibroblastlar1 gibi hedef dokularindan alinan biyopsiler
dogrudan izole edilip, biiyiitiiliip, kiiltiire edilen diger hiicre gruplarindandir. Bu hiicre
gruplarina primer kiiltiir denilmektedir ve alinan doku 6rneklerinin fizyolojik 6zelliklerini
en iyi yansitan hiicre kiiltiirleridir (120). Son zamanlarda, birincil hiicreler, orijinal
dokunun 6zelliklerini (gen ekspresyon paterni) korumak ve kiiltiirde uzun (teorik olarak
sinirsiz) bir siire tutabilmek i¢in belirli virlis partikiilleri (onkogenler) ile transfeksiyon
yoluyla dondurulup saklanmaktadir (121,122). Hiicrelerin in vitro olarak ii¢ boyutlu
olarak biiyiitiilebilmesi sayesinde in vivo c¢alismalar O6ncesi daha iyi sonuglar elde
edilebilmektedir (123).

In vitro sitotoksisite test yontemleri dort baslik altinda incelenip biyouyumluluk

degerlendirmeleri yapilabilir. Bu test yontemleri sunlardir;
1. Canlilik degerlendirme testleri
2. Yasam degerlendirme testleri
3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri (118)
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2.5.1.1. Canhlik degerlendirme (kisa donem toksisite) testleri: Hiicre
kiiltiirtinde canlilifi devam ettiren hiicre oraninin belirlenmesi amaciyla kolorimetrik
veya floresans Ol¢iim yoOntemlerinin uygulandigi testlerdir. Sub-lethal hiicre
degisikliklerinin Slgiilemedigi bu test yonteminde, membran biitlinliigliniin bozulmadig1
hiicrelerde diasetil floresan veya noétral kirmizi boya kullanilitken membran
biitiinliigiiniin bozuldugu hiicrelerde tripan mavisi, eritrosin veya naftalin siyahi gibi

boyalar kullanilmaktadir (124).

Membran biitlinliigliniin bozulmadig1r hiicrelerde, optik mikroskop altinda
hemosimetrede ile canli hiicrelerin orani tespit edilirken, vital bir boya olan nétral kirmizi

boya testi kullanilmaktadir (125).

Membran biitiinligii bozulmus hiicrelerde kullanilan tripan mavisi testi, non-vital
bir boya olup optik mikroskop altinda hemosimetrede tripan mavisi ile boyanmis

hiicrelerin isaretlenmesine yardimci olur (13).

Membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin igerisine girebilen propidium iodide
(PI) boyasi, DNA ve RNA’y1 etkilemektedir. Floresan boyalar igerisinde siniflandirilan
PI; flow sitometri, 151k kaynagi ve floresan mikroskobu ile dl¢iilebilmektedir. Bu 6l¢iim
yontemi ile floresan goriintli veren hiicreler, canliligi kaybetmis O6lii hiicre olarak

tanimlanmaktadir (125).

2.5.1.2. Yasam degerlendirme (uzun dénem toksisite) testleri: in vitro

sitotoksisite degerlendirme testleri ile hizli ve pratik sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Degerlendirme sonucunda sadece 6lii hiicrelerin sonucu kaydedilmektedir. Toksik
etkilerin sonuglar1 birka¢ saat, giin veya daha gec¢ alinabilmektedir. Toksisite
reaksiyonlarmin uzun doénemdeki etkilerini inceleyebilmek icin uzun doénem test
degerlendirme yontemlerine de basvurulur. Hiicrelerin yasam degerlendirme testleri,

diisiik hiicre yogunlugunda koloni olusturma kabiliyetini 6l¢en test yontemidir (124).

2.5.1.3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler: Orneklem sayisinin
az oldugu durumlarda, 3H-timidin ve Bromodeoksiuridin immiino-histokimyasal

tekniklerinin kullandig1 degerlendirme testidir.

Ornek sayisinin arttig1 durumlarda verimlilik azalmakta olup hiicre sayiminda,

biiylime egrisi analizleri kullanilmaktadir (124,126).
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Bir radyoizotop olan 3H-timidin, hiicre proliferasyonu sirasinda hiicre igine
gecerek maddenin radyoaktivite 6l¢iimii yapilabilmektedir. Proliferasyon mekanizmasini
destekleyen yeni DNA sentezi ile proliferasyon degerleri Olctiliir. DNA sentezini analiz
etmek i¢in kullanilan timidin testine es deger bir diger test, Bromodeoksiuridin imm{iino-
histokimyasal teknigidir. Isaretlenen antikorlarm kullamldig: bu testte BrdU (5- bromo-
2’-deoxyuridine), DNA i¢ine girer, hiicre ve dokularda antijenlerin gosterilmesini saglar.
Boyama ile sayim yapilabilecegi gibi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) Kiti
de kullanilabilmektedir (126,127).

2.5.1.4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri: Deney gruplarinin ve
orneklem sayisinin fazla oldugu durumlarda yasam degerlendirme (survival) testleri

yetersiz kalmakta ve ¢cok zaman almaktadir.

Yeni izole edilmis, diisiikk yogunluktaki hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri
zayiftir. Yiksek yogunlukta koloni olusturan hiicrelerin hiicre sayisindaki artis, enzimatik
reaksiyonlar, protein ve DNA artis1 metabolitik ve proliferasyon testleri ile belirlenir.
Metabolitik aktiviteyi belirleyen testler, mikro plaka okuyuculu spektrometre yardimiyla
hizli sonuglar verebilmektedir. Bu testler kullanilarak tetrazolyum tuzunun formazon
kristaline indirgenmesi ile DNA artis1 saptanabilmektedir. Bu gruba dahil olan test
yontemleri arasinda; MTT, MTS, XTT, WST-1, LDH ve Alamar mavisi sayilabilir (124).

Canli hiicreleri tayin etmek icin gesitli tetrazolyum bilesikleri kullanilmistir. En
sik kullanilan bilesikleri, MTT, MTS, XTT ve WST-1 iken bu bilesikler iki temel
kategoriye ayrilmaktadir. ilk gdze carpan testlerin basinda, pozitif yiiklii olup, canli
okaryotik hiicrelere kolayca niifuz eden ve en sik kullanilan test yontemi MTT yer
almaktadir. Negatif yiiklii olan ve hiicrelere kolayca niifuz etmeyen MTS, XTT ve WST-
1 testleri ise diger gruplandirmada yer almaktadir. MTS, XTT ve WST-1 yontemlerinde
tipik olarak, tetrazolyumun renkli formazan iiriiniine indirgenmesini kolaylastirmak i¢in
sitoplazmadan veya plazma zarindan elektronlar1 aktarabilen bir ara elektron alicisi

kullanilmaktadir (128).

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum
indirgeme testi, 96 kuyucuklu bir hiicre kiiltiir besiyeri i¢gin gelistirilen ilk homojen hiicre
canlilig: testidir (129). MTT tetrazolyum tuzu ile yapilan canlilik analiz testi, genis ¢apta
benimsenmis ve akademik laboratuvarlarda popiiler olarak kullanilmaya devam

etmektedir. MTT testinde bulunan tetrazolyumun formazan {irlinii, hiicre membrani
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cevresinde ve kiiltiir ortaminda ¢okelti olusturabildigi gibi hiicre i¢inde de ¢oziinmez bir
cokelti olarak birikmektedir. Absorbans okumalar1 kaydedilmeden 6nce ise formazanin
¢Oziindiiriilmesi gerekmektedir. Formazan {iriinilinii ¢6ziindiirmek, rengi stabilize etmek,
buharlagsmay1 onlemek, fenol kirmizis1 ve diger kiiltiir ortami bilesenlerinin etkisini
azaltmak i¢in g¢esitli yontemler kullanilmistir. Coziindliirme ydntemleri igerisinde;
asitlestirilmis izopropanol, dimetil siilfoksit (DMSO), dimetilformamid (DMF) ve
organik solvent kombinasyonlar1 yer almaktadir. Coziicii olarak genellikle tercih edilen
DMSO’nun hiicreler Tlizerine olan toksik etkisinin test giivenilirligini azalttig1
bildirilmektedir (128). Diger canlilik test analizlerinden MTS ise MTT' den daha hassas

ve verimli sonuglar sunabilmektedir (130).

Hiicre kiiltiirii ortaminda dogrudan ¢oziinebilen formazan {iriinlerini iiretmek i¢in
yakin zamanda gelistirilen tetrazolyum reaktifleri, canli hiicreler tarafindan
indirgenebilir. Bu kategoride yer alan tetrazolyum bilesikleri arasinda MTS, XTT ve
WST Kkitleri bulunmaktadir (131). Gelistirilmis tetrazolyum reaktiflerinde formazan
cokeltilerini ¢6zmek amaciyla hiicre kiiltlir kuyucuklarina eklenmesi gereken ikinci bir
reaktife gerek kalmamaktadir. Bu durum prosediirii daha hizli ve kolay hale
getirmektedir. Bu tetrazolyum reaktif seti, tetrazolyumu, sitoplazmada ¢ozilinebilir
formazan {riiniine doniistiirmektedir. Hiicre membraninda indirgenip membrandan
gecebilen fenazin metil siilfat (PMS) veya fenazin etil siilfat (PES) gibi ara elektron

alicilar1 reaktiflerle kombinasyon halinde kullanilmaktadir (132).
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Tablo 2. 2: MTT ile MTS testi arasindaki farklar (128)

Deney asamalan

Boya tiirii

Formazan
uriiniiniin

¢coziiniirligii

Absorbans ol¢iimii

Zaman

Test hassasiyeti

Maliyet

MTT

Hiicre metabolik aktivitesini
degerlendirmek icin kullanilan

2 asamal1 kolorimetrik test

3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,

5-difeniltetrazolyum bromiir

Formazan {iriinii ¢6ziinmez

570 nm
Daha yavas

Hiicrede ¢okelmis proteinler

absorbans degerini yaniltabilir.

Duyarlilig1 daha azdir.

Daha ucuz

2.5.2. Apoptoz Tayini

MTS

MTT analizindeki gerekli ara
basamaklar kullanilmadan reaktifin
dogrudan hiicre kiiltiiriine
eklenmesini kolaylastiran, tek

asamali MTT testi

3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -5

Formazan {iriinii ¢oziiniir

490 nm

Daha hizli

Kiiltiir ortaminda formazan
tiriiniiniin olusumu nedeniyle daha

hassas

Daha pahali

Apoptoz fizyolojik hiicre 6liimii olarak bilinen, dokularda hiicre biiylime ve

gelisiminden yaslanma siirecine kadar devam eden fizyolojik bir olaydir. Apoptotik

hiicreler, organizmanin bazi doku ve organlarinda 6miir boyu devam eden apoptoz

(yikim) ve mitoz (yapim) dengesinde dinamik bir siire¢ olusturur (133).

Apoptoz mekanizmasmin baslamast i¢in sinyal alan bir hiicrede, bir¢ok

biyokimyasal ve morfolojik degisim siireci baglamaktadir. Hiicrelerde kii¢lilme, bozunma

ve sitoplazmada ¢ekilme meydana gelmektedir. Kromatin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal
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proteinlerin par¢alanmasi sonucu ¢ekirdekte kondensasyon baglar. Cekirdek zar1 yer yer
erir ve DNA parcalanmasi gergeklesir. Fosfotidilserin molekiilleri normalde hiicre
membranin i¢ ylizeyinde bulunurken aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis
ylizeyine geger. Apoptoz slirecinin sonlarina dogru pargalanan membranlar ve organeller

ile birlikte hiicre i¢i apoptotik cisimcikler gézlenmeye baslamaktadir (134).

Diger bir hiicre olim sekli ise nekroz olarak adlandirilmaktadir. Hipoksi,
hipertermi, fiziksel hasar veya UV gibi zararli uyaranlar sonucu olusan olagan dis1 bir
sonugtur. Hiicre plazma membraninda lipidlerin peroksidasyonu sonucu hiicre igerigi
dagilir ve plazmaya geger, bunun sonunda dokuda inflamatuar yanit olusur ve ¢evre

hiicreler de bu durumdan etkilenir (135).

Tablo 2. 3: Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (135)

Ozellik Nekroz Apoptoz

Etkilenen Hiicrenin kendisi ve komsu hiicreleri de Hiicreler tek tek etkilenir
hiicreler etkiler

Sebep Patolojik Fizyolojik veya Patolojik
Mekanizma Kimyasal veya fiziksel pargcalanma Aktif hiicresel yikim

Mikroskop = Hiicrede sisme, kromatinde erime veya kayip =~ Apoptotik cisimler, hiicre

bliziismesi
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Tablo 2. 4: Apoptozun tayin edilmesinde kullanilan yontemler (134)

Morfolojik Immiino-Histokimyasal ~Biyokimyasal = immunolojik
Goriintiileme Yontemler Yontemler Yontem
Yontemleri

Isik Mikroskobu Anneksin V yontemi Agaroz Jel ELISA

1) Hematoksilen-eozin
boyama

2) Giemsa boyama

Elektroforezi

(Enzyme linked
immunosorbent

assay)

Floresan Mikroskobu TUNEL yontemi Westen
Blotting
Faz Kontrast M30 yontemi Flow Sitometri

Mikroskobu

Elektron Mikroskobu Kaspaz-3 yontemi

2.5.2.1. Flow sitometri- Anneksin V/FITC- Propidyum iyodiir (PI): Hiicre
zarmin sitoplazmik i¢ ylizeyinde bulunan membran lipidi fosfatidilserin (PS), hiicre
apoptoz siirecine girdiginde aminofosfolipid transferaz enzimiyle hiicre zarinin dis
ylizeyine yerlesir. Bu enzimatik aktivite, membran biitlinliigiiniin bozulmadig1, apoptoz
siirecinin erken safhalarinda gergeklesmektedir. Anneksin V, aminofosfolid tranferaz
enzimiyle transloke olan ve hiicre zarimin dis ylizeyine yerlesen fosfatidilserin (PS)’e
baglanan bir proteindir. Annexin V’in, FITC (floresan izotiyosiyanat) gibi floresan bir

madde ile isaretlenmesiyle, apoptotik siire¢ flow sitometri ile 6lgiilebilmektedir (136).

Lazer kaynakli florometre ile 151k yayilim analizi yapan flow sitometrede, farkl
molekiil ve hiicreler, diisiikk ve dik acili 151k yayilimi yapilarak ayirt edilebilmektedir.
Hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda flow sitometri kullanimi kolay uygulanabilmesi, zamandan
tasarruf edilmesi, kantitatif sonuglar vermesi ve apoptoz siirecinin tayin edilmesinde

kullanigh bir yontem olmasi nedeni ile tercih sebebidir. Flow sitometride apoptoz analizi,
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floresan bir boya olan propidyum iyodiir (PI) ve Anneksin V/FITC boyas1 kullanilarak
yapilmaktadir (134).

Nekrotik ve apoptotik hiicrelerin  ayriminda Anneksin V/FITC yetersiz
kalmaktadir. Nekrotik hiicrelerin membran dis ylizeyine baglanabilen bir diger boya
propidyum iyodiir (PI) olmaktadir. Yesil floresans boya olan Anneksin V-FITC ve non-
vital kirmiz1 floresans bir boya olan propidyum iyodiir (PI) ile ayn1 zamanda boyanan
hiicreler, canli hiicreler (FITC-PI-), erken apoptoza ugrayan hiicreler (FITC+PI-), gec
apoptoza ugrayan hiicreler (FITC+PI+) veya nekrotik hiicreler (FITC-Pl+) flow
sitometride birbirinden ayirt edilebilmektedir (134,136) .

2.5.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslenmemis elektron bulunduran enerji
seviyesi yiiksek atom/molekiil olarak tanimlanmaktadir. Bu sayede diger molekiillerle
kolaylikla reaksiyona girebilmektedir. Dis orbitalinde eslenmis elektron bulunduran atom
veya molekiiller daha kararli bir yapida bulunmakta olup baska molekiil veya atomlarla
reaksiyona girme potansiyelleri serbest radikaller kadar yiiksek degildir. Kararli yapida
bulunan ve diger molekiillerle reaksiyona girme potansiyeli diisiik olan bu molekiiller
non-radikaller olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikaller, oksijen kaynakli ise reaktif
oksijen tiirleri (ROS) veya azot kaynakli ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak
tanimlanmaktadir (137,138).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda; siiperoksit (O27), hidroksil (OH"), peroksil
(ROO), lipit peroksil (LOO), ve alkoksil (RO) radikalleri yer almaktadir. Reaktif azot
tirleri grubunu (RNS) ise nitrik oksit (NO°) ve nitrojen dioksit (NO2) olusturmaktadir.
ROS ve RNS diger non-radikal reaktif tiirlere doniisebilmektedir. Oksidanlar olarak
adlandirilan, patolojik ve fizyolojik olarak canlilar tarafindan iiretilen hidrojen peroksit
(H202), ozon (Os), singlet oksijen (*02), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO),
peroksinitrit (ONOQ"), dinitrojen trioksit (N20O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest
radikaller arasinda yer almamaktadir fakat organizmada kolaylikla serbest radikallere

doniisebilmektedir (137-139).
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2.5.3.1. Serbest radikal kaynaklari: Canli organizmasinda olusan serbest

radikaller hem endojen kaynakli hem de eksojen kaynakli olabilmektedir.

Baslica endojen kaynakli serbest radikal olusum mekanizmalar1 asagidaki gibi

siralanabilmektedir:

Inflamasyon durumunda sitokinler salimr bununla beraber uyarilan

makrofaj ve notrofillerden serbest radikal iiretimi ger¢eklesmektedir

Stres, viicut yorgunlugu durumunda serbest radikal iiretimi meydana

gelebilir.

Bagisiklik sistemi hiicreleri patolojik durumlarda ROS veya oksidanlardan

serbest radikal olusumuna sebep olabilir.

Hiicre i¢i mitokondride aerobik solunumla serbest radikaller yan {iriin

olarak ortaya cikabilir.

UV simlar, X 1sinlari, gamma iginlari, mikrodalga 1sinlari, alkol ve sigara

kullanimi, orman yanginlari, temizlik iirtinleri gibi kaynaklar eksojen kaynaklar basligi

altinda sayilabilmekte ve cevresel etkenler sonucu serbest radikallerin ortaya ¢ikmasini

saglamaktadir (140-145).

2.5.3.2. Canh organizmasinda ROS ve RNS olusumunun avantaj ve

dezavantajlari: Diisiik seviyelerde ROS ve RNS olusumunun organizma igin yararl

etkileri oldugu diisiiniilmektedir.

Bunlardan baglicalari;

Inflamasyon ve enfeksiyon asamasinda lenfositler ve makrofajlar
tarafindan kanser hiicrelerinin fagosite edilmesi, mitokondride ATP
sentezi, hiicre biitytimesi, hiicre i¢i kalsiyum salinimu, hiicre i¢i sinyaller ve
bliylime faktorii salimimi, niikleer transkripsiyon faktorlerinin

indiiklenmesi gibi 6nemli asamalarda rol aldig1 goriilmektedir (146—148).

Reaktif oksijen tiirleri, prostaglandin ve tiroksin gibi molekiillerin
biyosentezine katilmaktadir. Bununla beraber hiicrede ¢oziinerek guanilat
siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde ve gen ekspresyonunda rol

almaktadir (138).
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e RNS tiirlerinden NO, endotel hiicreleri tarafindan kullanilmakta ve 16kosit
adezyonu, platelet agregasyonu, anjiyogenez ve trombozis gibi

asamalarda rol almaktadir (138).

Serbest radikaller, hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitlerle

reaksiyona girdiginde yliksek derecede zararli sonuglara yol acabilmektedir.

e Lipit peroksidasyonu hiicre membraninin akigkanlig1r ve gecirgenligini

bozarak hiicre membranin biitiinliigiine zarar verebilmektedir(139,144).

e Serbest radikaller, yapisal proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini
bozarak protein hasar1 meydana getirir ve bir¢ok hastaliin gelismesine

neden olabilir (148).

e DNA, OH gibi serbest radikal tiirleriyle etkilesime girerek oksidatif hasara
ugrayabilmektedir (149).

2.5.4. Gen Anlatim Analizinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gen anlatim analizi, bir hiicrede hangi genlerin aktif oldugunu belirlemek ve
hangi kosullar altinda calistiklarin1 anlamak i¢in kullanilan bir dizi yontemdir. Gen
ifadesi; belirli bir zaman diliminde bir hiicreye ait olan hangi genlerin transkripsiyonel
diizeyde ifade edildigini tanimlar. Bu analizler, belirli kosullarda farkli gen ifade profilleri
arasindaki farkliliklar1 belirlemeye ve farkli hiicre tipleri veya hastaliklar arasindaki gen
ifade degisikliklerini aragtirmaya yardimci olabilir. Gen ifadesi analizleri, DNA
mikroarrayler, RNA dizileme, ters transkripsiyon, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ve kantitatif PCR gibi bir dizi yontem kullanarak gergeklestirilebilir (150).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), DNA'min in vitro (laboratuvar ortaminda)
kopyalanmasini saglayan bir molekiiler biyoloji teknolojisidir (151) . Bu teknik, belirli
bir DNA bolgesinin milyonlarca kopyasinin iiretilmesini saglayarak DNA'nin

tanimlanmasi, analizi ve manipiilasyonu i¢in birgok uygulamada kullanilmaktadir (152).

In vitro ortamda gergeklestirilen DNA replikasyonu, PCR tekniginin tekrarlayan
dongiileri ile gerceklestirilmektedir. Bu teknikte, amplifikasyon yapilacak olan hedef
DNA, hedef bolgeye 0Ozgii tek iplikli oligoniikleotidler (primerler), dNTP'ler
(deoksiribontikleosit trifosfatlar) ve 1siya dayanikli bir DNA polimeraz yer almaktadir.

Taq DNA polimeraz, Thermus Aqusticus bakterisinden izole edilmis en yaygin kullanilan
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DNA polimerazdir. Ayrica, magnezyum iyonlart dNTP'lerle kompleks olusturarak

polimeraz aktivitesini uyarmakta ve reaksiyonun verimliligini artirmaktadir (153).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) dongiisii ii¢ asamadan olusur;

1. Asama: Denatiirasyon asamasidir. 90°C’de hidrojen baglar1 parcalanarak DNA

cift sarmal1 ¢oziiliir.

2. Asama: Primer baglanma agamasidir. 45-65°C'ye sogutulan reaksiyonda her bir
primer, her bir 3’ hidroksil ucundan gelen uzanti1 digerine dogru yonlendirilecek sekilde

iki ayrilmis sarmaldan birbirine hibridize olur.

3. Asama: Uzatma agamasidir. Sicaklik DNA polimeraz aktivitesinin en yiiksek
oldugu 72°C'ye yiikseltilir. Baglanmis primerler daha sonra bir DNA polimeraz ile sablon

serit tizerinde uzatilir (154).

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR veya Real-Time PCR) ise,
amplifikasyon reaksiyonu sirasinda DNA iiretiminin, ger¢ek zamanli olarak izlenebildigi
bir tekniktir. Bu teknikte, fliioresan boyalar ile DNA iiretimi izlenebilir. QPCR, gen
ifadesinin nicel olarak belirlenmesi, genetik farkliliklarin tanimlanmasi ve diger bircok

uygulama i¢in kullanilmaktadir (155).

QPCR; monitorize edilebilen, floresan isaretli prob ve boyalarn kullanildigi,
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma yontemi olarak
kullanilmaktadir. “SYBR Green I” en fazla kullanilan boya ¢esidi olup, 497 nm dalga
boyunda ytikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenmektedir. Cift sarmal DNA’nin
kii¢lik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonras1 yalnizca aktivitesinin %

6’sin1 kaybetmektedir (156).

2.5.4.1. mRNA’dan cDNA elde edilmesi: mMRNA (messenger RNA),
hiicrelerdeki DNA dizilerinde kodlanan bilginin protein sentezi i¢in taginmasinda kilit rol
oynayan bir molekiildiir. Ancak, ¢cogu molekiiler teknik, protein sentezi yerine mRNAnin
tespitine odaklanmaktadir. Bu nedenle, mRNA'nin tespitinde siklikla kullanilan bir

yontem, mRNA'dan tamamlayicit DNA (¢cDNA) sentezi islemidir (157).

CDNA sentezi, mRNA'n lizerindeki ribozomlarin ¢evirme islemine miidahale
etmeden, mRNA'nin niikleotid diziliminden olusan bir kopyasinin sentezlenmesini

saglar. Bu kopya, DNA bazli oldugu icin daha kolay tespit edilir ve daha stabil bir
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formdadir (158). cDNA sentezi, ters transkripsiyon adi verilen bir reaksiyonla
gercgeklestirilir. Bu islemde, oncelikle mRNA'nin {izerine, Onciil primer adi verilen bir
kisa DNA pargasi takilir. Daha sonra, ters transkriptaz adi verilen bir enzim kullanilarak
mRNA"nin iizerindeki niikleotid dizilimi cDNA'ya kopyalanir. Bu islem sirasinda, DNA
polimeraz enzimleri tarafindan saglanan niikleotidler, cDNA zincirine eklenir. Son
olarak, RNA zinciri sindirilir ve ¢ift zincirli ¢cDNA f{iretilir. Bu islem, molekiiler
biyolojide bir¢ok uygulama igin kullanilir. Ornegin, gen ifadesi analizi, viral tan1 ve ilag

gelistirme gibi arastirmalarda cDNA sentezi siklikla kullanilmaktadir (158).

2.5.4.2. Housekeeping gen kavrami: Housekeeping genler, tiim hiicrelerde
yer alan ve temel metabolik siirecleri yoneten genlerdir. Bu genlerin ekspresyonu,
hiicrenin hayatta kalmasi ve normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Bazi
ornekler arasinda GAPDH (Glyceraldehyde-3-fosfat dehidrogenaz), ACTB (Beta-aktin)
ve RPL13A (Ribozomal protein L13a) gibi genler yer alir (159).

Housekeeping genler, hiicrelerin farkli tipleri arasinda karsilastirilmasinda ve gen
ifadesi analizlerinde kullanilan stabil referans genler olarak da bilinirler. Ciinkii bu

genlerin ekspresyon diizeyleri nispeten sabit kalir ve hiicreler arasinda degismez (160).

18S ribozomal RNA, bir RNA geni olup housekeeping gen olarak kabul edilir.
18S rRNA, hiicrelerin ribozomlarinda bulunan kiiciik bir RNA molekiiliidiir ve protein
sentezi sirasinda gorev almaktadir. Ayrica, 18S rRNA gen ekspresyon diizeyi hiicrede
degismeden kalir ve farkli hiicre tipleri arasinda kiyaslanabilmektedir. Bu sebeple gen

ifadesi analizlerinde referans olarak kullanilabilmektedir (161).

2.5.4.2. Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (revers-
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)): Revers-transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR); RNA sablonlarinin PCR ile amplifikasyonu i¢in kullanilan
bir tekniktir.

Bu teknikte, dncelikle RNA sablonu, ters transkripsiyon adi verilen bir iglemle
tamamlayict DNA'ya (cDNA) doniistiiriiliir. Daha sonra, bu cDNA sablonu PCR ile
amplifiye edilir (162). RT-PCR, ozellikle gen ifadesinin belirlenmesi veya viriislerin
tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemde, mRNA'dan ters transkripsiyon ile elde edilen
cDNA, florokromlu bir prob varliginda arastirilan gene 6zgii primerler kullanilarak, PCR

ile amplifiye edilmekte ve olusan sinyal PCR dongiisiinde dlgiilmektedir. Ayrica gesitli
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orneklerden izole edilen RNA'larin tam olarak karsilastirilabilmesi igin, test probunun
floresansi referans proba (18S ribozomal RNA, GAPDH vb. housekeeping gen) karsi
normalizasyonu yapilmaktadir. RT-PCR ile ilgili ¢ok ¢esitli problar (TagMan problan,
SYBR Green I vb.) ve cihaz sistemleri (ABI7900, Lightcycler, ICycler vb.) mevcut olup,
mRNA anlatim ¢alismalar1 haricinde, DNA kopya sayisinin 6l¢iimii, gen ¢esitliliginin
ayrimi Ve mikroarray’den elde edilen gen ekspresyon verilerinin dogrulanmasinda da

kullanilmaktadir (163).
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3. GEREC VE YONTEM

Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis Cene
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Ana Bilim Dali’nda ¢ekim endikasyonu konulmus olan ¢ekime
bagh kirik, catlak bulunmayan, yumusak doku retansiyonlu, tam gdmiilii {i¢iincii biiytik
azi disleri kullanildi. Dental pulpa biitiinliigiiniin bozulmadigi, yumusak doku
retansiyonlu, tam gomiild, tigiincii biiyiik az1 digleri serum igerisinde, dental pulpa kok
hiicrelerinin izole edilip iiretilmesi igin Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyo-
Miihendislik Ana Bilim Dali Laboratuvari’na, dental pulpanin vitalitesini kaybetmemesi

adma iki saat icerisinde ulastirildi.

Bu doktora tez ¢alismasinda ticari olarak ulasilabilen kuafaj materyallerinin
[Harvard BioCal®-CAP, NuSmile NeoPutty MTA 0.65 gram Starter Kit, TheraCal LC
(Bisco Inc, Schamburg, IL, ABD), Dycal (Dentsply)] dental pulpa kok hiicreleri

tizerindeki biyouyumluluk ve sitotoksisite degerleri karsilastirilda.

Bu calisma icin Saghk Bilimleri Universitesi Hamidiye Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan onay alindi (Dosya No: 21/772) (Ek 1. Etik Kurul Onay1). Hastalardan
cekilen disler, etik kurul onayli goniillii onam formu imzalatilarak onam alindiktan sonra
aragtirmamiza dahil edildi (Ek 2. Goniillii Onam Formu). Calismada kullanilacak kuafaj
materyallerinin hazirligi, hiicre kiiltiirii asamalari, sitotoksisite ve biyouyumluluk
deneyleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Calismada Kullamlan Kuafaj Materyalleri

* Dycal (Dentsply Sirona, ABD)

* TheraCal LC (Bisco Inc, Schamburg,IL, ABD)

* NuSmile NeoPUTTY 0.65 gram Starter Kit (NuSmile, Houston, TX, ABD)

* Harvard BioCal®-CAP (Harvard, Hoppegarten, Almanya)
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3.1.2. Hiicre Kiiltiir Cahismasinda Kullamilan Kimyasal Materyaller
* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Low Glucose, Gibco 31885,
Thermo F. Scientific
* Fetal Bovine Serum (FBS), Gibco 10500-056, Thermo F. Scientific
* Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin, Gibco 15140-122, Thermo F. Scientific
* Phosphate Buffered Saline (PBS), Lonza BE17-517Q
* Tripsin-EDTA Soliisyonu, Gibco 25200056, Thermo F. Scientific
» TRIzol™ Reaktifi, 15596-018, ThermoFisher Scientific
* %1°lik Bovine Serum Albumin (BSA) , ThermoFisher Scientific
* Annexin V Human Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen, ABD, 550474)
* Baglama tamponu (Annexin V Binding Buffer, BioLegend, San Diego, ABD
» CD45 PE (ab269298, Abcam, ABD)
+ CD90 PE (ab23894, Abcam, ABD)
* CD73 PE (ab157335, Abcam, ABD)
» CD105 PE (ab69772, Abcam, ABD)
» CD44 PE (ab81424, Abcam, ABD)
* CD14 FITC (ab28061, Abcam, ABD)

* CD34 FITC (ab35038, Abcam, ABD)

3.1.3. Hiicre Kiiltiir Cahismasinda Kullanilan Sarf Malzemeler

« Hiicre Kiiltiir Flasklar1, T-25, T-75, T-150, Isvicre

* Serolojik Pipetler 5,10,25,50 mL CAPP, Almanya

* Multipipet 100 uL (Eppendorf Research, Almanya), 2231300002, Almanya
» Mikropipet tips, 301-03-051, Axygen, ABD

* Mikrosantrifiij tiipleri 1.5, 2 mL, 078.03.002, 078.03.003, Isolab, Almanya

* Falcon tiip, 15 and 50 mL, Isolab, Almanya
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+0.22 um ve 0.45 um’lik Filtreler TPP, Isvigre
» Hemasitometre, Sigma Aldrich, 2359629, ABD

» 22 x 22 mm Lamel, Sigma, 2375357, ABD

3.1.4. Kullamlan Kit ve Testler

* CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS)
(Madison, ABD)

* FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen, ABD, 550474)

* DCFDA- Cellular ROS Assay Kit (Abcam, ABD)

* QuantiTect SYBR Green PCR Kit (204145) (Qiagen, Hilden, Almanya)

* iScriptTM ¢cDNA synthesis kit, (cat#1708890), (BioRad, ABD)

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

 Laminar Flow Kabin, Heal Force Class Il Biosafety Cabinet A2
* LED 151n cihazi, Woodpecker LED C, Cin

+ CO2 Inkiibator, InVitro Cell ES NU-5800, NuAire, ABD

* Ters Isik Mikroskobu, Nikon, TS100, Hollanda

+ -80° C Dondurucu, New Brunswick, Almanya

* Flow Sitometri Cihazi, FACS Calibur (BD Biosciences, ABD)
* Elisa Mikroplak Okuyucu, Bio-techELx800, ABD

« Santrifiij, Sigma A. 3-18KS, Almanya

* Nanodrop Spektrometre, Thermo F. Scientific, ABD

* Termal Dongii Cihazi (Thermal Cycler), Biorad Mycycler 1709703, ABD
* CFX96 Real-Time PCR, Bio-Rad, C1000 Touch, ABD

* Vortex, Dragon Lab, MX-F, Cin

* Floresans Mikroskop, Axio Vert. Zeiss, Almanya

* Taramal1 Elektron Mikroskobu, Scanning Electron Microscope (SEM),
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SEM Zeiss EVO 40 (Jena, Almanya)

3.1.6. Caliymada Kullamlan Kuafaj Materyallerinin Hiicre Kiiltiirii Oncesi

Hazirlanmasi

Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyo-miihendislik Laboratuvari’nda ¢alismada
kullanilacak Harvard BioCal®-CAP, NuSmile NeoPUTTY 0.65 gram Starter Kit,
TheraCal LC (Bisco Inc, Schamburg,IL, ABD) ve Dycal (Dentsply) (Sekil 3.1), kullanim
kilavuzunda yazan iiretici talimatlar1 dogrultusunda teflon disk kullanilarak hazirlandi.
Calismada kullanilan kuafaj materyalleri igerikleri ve iiretici firma bilgileri Tablo 3.1°de

gosterilmektedir.

A) B)

j'

4 HARVARD'

C) D)

Sekil 3. 1: Calismada kullanilan kuafaj materyalleri, A) Dycal (Dentsply), B) TheraCal
(Bisco Inc, Schamburg,IL, ABD), C) NuSmile NeoPUTTY 0.65 gram Starter Kit,

D) Harvard BioCal®-CAP
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Tablo 3. 1: Calismada kullanilan kuafaj materyalleri, igerikleri ve {iretici firma isimleri
Materyal Icerik Uretici Firma

Dycal Base:1,3 biitilen glikol Dentsply Sirona, ABD
disalisalat,cinko oksit, kalsiyum
fosfat, kalsiyum tungstat,demir oksit
pigmentleri Katalizér:  kalsiyum
hidroksit, Netil-o/p-tolun
siilffonamid, ¢inko oksit, titanyum

dioksit, ¢inko stearat, demir oksit

pigmentleri
TheraCal LC Rezinle giiglendirilmis kalsiyum Bisco Inc, Schaumburg,
silikat, polimerize olabilen ' IL, ABD

metakrilat monomerleri, tip 1l
Portland simani, polietilen glikol

dimetakrilat, baryum zirkonat

NeoPUTTY MTA 0.65 Trikalsiyumun silikat, dikalsiyum NuSmile, Houston, TX,
gram Starter Kit silikat tozlar1 igeren Onceden ABD

karistirtlmis  macun  kivaminda

bioaktif, biyoseramik MTA

Harvard BioCal-CAP Hidrofilik re¢ine (%35-45), Portland Harvard, Hoppegarten,
simani, radyoopasiflestirici BaSO, Almanya
(%7-12), mineral  oksit ve
metaakrilat karisimi bioaktif rezin
modifiye MTA

Kuafaj  materyallerinin  hiicre  kiiltiiriine  yerlestirilmesi ~ agamasinda
standardizasyonu saglamak i¢in 2 milimetre yiiksekliginde 6 milimetre capinda teflon
disk kullanildr (Sekil 3.2). Teflon diskin her iki yiizeyi de ultraviyole 151k altinda, beser

dakika olmak tizere steril edildi.
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Sekil 3. 2: 2x6 mm boyutlarinda bosluklar bulunan teflon disk

Dycal (Dentsply) i¢in esit miktarlarda baz ve katalizor (1.17g: 1.00g) hazirlanip,
karistirma kagidinda karistirma islemi 10 saniye igerisinde tamamlandi. Teflon diske
yerlestirilen Dycal (Dentsply), 2% ila 3% dakika igerisinde sertlesti (23°C ve %50 nisbi
nem). ThereCal LC kuafaj materyali 20 saniye, Harvard BioCal- CAP 40 saniye olmak
lizere dalga boyu 400-500 nm araliginda, 1000 mW/cm? giiciinde olan 1sik cihazi
(Woodpecker LED C, Cin) ile polimerize edildi. Hazir macun kivaminda bulunan
NeoPutty MTA (NuSmile)’nin ilk sertlesme siiresi 37°C’de +10 saat iken oda
sicakliginda +4 saat olarak kaydedildi. Nemli pamuk pelet aracilig: ile teflon diske

yerlestirildi ve sertlesme siiresi beklendi.

Sekil 3. 3: Kuafaj materyallerinin hiicre kiiltiiri 6ncesi hazirlanmasi
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

Bu doktora tez calismasinda, Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Dis
Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvurmus, herhangi
bir sistemik rahatsizlig1 bulunmayan geng eriskin kisilerde, ¢ekim endikasyonu konulan,
cekime bagl kirik, ¢atlak bulunmayan, yumusak doku retansiyonlu, tam gémiild, tigiincii
biiyiik az1 disleri kullanildi. Helsinki bildirgesi uyarinca hastaya agiklama yapilip, goniilli
onam formu imzalatildiktan sonra minimal travmatik dis ¢ekimi gergeklestirildi. Cekim
isleminden hemen sonra ti¢iincii biiyiik az1 disleri, steril saf su ile islatilmis gazli bez ile
temizlendi. Disler PBS 1X (Gibco, Carlsbad, US) igeren falkon tiiplere yerlestirildi.
Dental pulpa kok hiicrelerinin izole edilip iiretilmesi icin Yeditepe Universitesi Genetik
ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali Laboratuvari’na serum igerisinde dental pulpanin
vitalitesini kaybetmemesi adina 2 saat igerisinde ulastirildi. Laboratuvara ulastirilan
ornekler laminar flow kabin igerisinde petri kaplarina alindi. Disler fizyodispenser, streil
cerrahi anguldurva ve karbon separeler yardimi ile mesio-distal yonde pulpa odasi sinirina
kadar kesildi. Biiyiik az1 davyesi ile tutulan disler steril elevator ile mesio-distal yonde
kesilen hat boyunca kirilarak birbirinden ayrildi. Steril bistiiri ucu ile pulpa dokusu
cikarildi ve +4 derecede bekletilen tampon soliisyonlarina aktarildi. 3 mg/mL kollajenaz
tip I (Sigma-Aldrich, ABD) ve 4 mg/mL dispaz (Sigma-Aldrich, ABD) ile 37°C de 45
dakika enzimatik sindirim gerceklestirildi ve 1500 xg (devir)’de 3 dakika santrifiij edildi.
Hiicre fraksiyonu, PBS 1X ile 2 kere yikanarak oda sicakliginda 1500 xg’de 3 dakika
tekrar santrifiyj edildi.

Izole edilen insan dental pulpa kok hiicreleri, %10 (v/v) Fetal Bovin Serum (FBS)
ve %1 Penisilin / Streptomisin / Amfoterisin (100 tinite/ml) antibiyotik i¢geren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (low glucose, DMEM) isimli besiyerinde kiiltiirlendi. Yiiksek
oranda nemlendirilmis bir atmosferde (RH % 80), 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve % 95 (h/h)
hava ile hiicreleri biiylitmek ve inkiibe etmek i¢in inkiibatorde (Nuaire NU5510/E/G),
T25, T75, T125’lik flasklar hiicre yogunluguna gore kademeli olarak kullanildi.
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3.2.2. izole Edilen Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicre pasaji i¢in laminar flow hiicre kiiltiir kabini kullanildi (ESCO Labculture
Class Il Biohazard Safety Laminar Flow). Laminar flow hiicre kiiltiir kabini i¢inde
gerceklestirilen pasajlama isleminde; hiicre medyumu serolojik pipet ile uzaklastirilip,
flask igerisinde biiyiiyen hiicreler 5 ml DPBS (Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline)
soliisyonu ile medium kalintisindan arindirmak igin yikandi. Yikama islemi sonrasi
DPBS soliisyonu uzaklastirildi. Flasklara yapisan hiicreleri, yapistiklar: alandan ayirmak
icin 5 ml Tripsin-EDTA soliisyonu (Thermo Fischer, ABD) hiicreler iizerine eklendi.
Tripsinle muamele edilen hiicreler, 37°C'de 4 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin flask
ylizeyinden ayrilmasi saglandi. Flask igerisindeki tripsin enzimi aktivasyonunu
durdurmak i¢in iizerine tripsinle ayn1 miktarda DMEM besiyeri eklenerek, tripsin enzim
aktivitesi durduruldu ve hiicreler flask igerisinden toplandi. Hiicreler steril 15 ml’lik
falkon tiiplere alinip 300 xg'de 5 dakika santrifiij edilerek tiiplerin iizerinde kalan
slipernatant uzaklastirildi ve alt kisimda ¢okelen hiicre peletini yeniden siispanse etmek
icin taze medya kullanildi. Pipetaj islemi ile homojenizasyon saglanarak yeniden
slispanse edilen hiicrelerin 10 ul'si bir hemositometreye yerlestirildi ve hiicre sayisi ters
151k mikroskobu altinda sayildi. Hiicreler giinliik olarak gézlendi ve yiizde 70 ila 80

doluluk oranina ulastiklarinda pasajlandi, 3. pasajdaki hiicreler kullanildi.

3.2.3. izole Edilen Kok Hiicrelerin Flow Sitometri ile Karakterizasyon

Analizi

T75’lik flaskta biiyiitiilen dental pulpa hiicreleri flasktan kaldirild1 ve 15 ml’lik
falcon tiipte hiicre pelleti elde edildi. Daha sonra bu hiicre pelletine, 1 ml PBS ile
pipetajlama islemi yapildiktan sonra 300 xg 5 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra lizerindeki PBS soliisyonu uzaklastirild1 ve kalan hiicre pelleti 1 ml %4’lik PFA
(Paraformaldehit) kullanilarak ¢oziildii. +4 derecede 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra PFA’dan arindirilmasi igin yeniden santrifiij islemi yapildi. Daha
sonra PFA soliisyonu atildi, hiicre pelleti tizerine 1 ml PBS eklendi ve tekrar santrifiij
islemi gerceklestirildi. Bu islemlerden sonra hiicre pelleti 800 pul %1°lik BSA (s1gir serum
albiimini)’da ¢oziilerek 11 tlipe boliindii. 1°1 negatif kontrol grubu olmak tizere 10 tane
kok hiicre marker’t olan CD73, CD90, CD105, CD44, CD14, CD34, CD45, CD146,
CD29, CD31 antibody gruplar1 olusturuldu. Her tiipe 1 pl kok hiicre marker1 eklendi (her
tiipte 1/100 olacak sekilde). 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirildi. 24 saatin
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sonunda her tiipe 400 pl PBS eklenerek santrifiij islemi gergeklestirildi. Bu santrifiij
asamas1 bir kez daha tekrarlandi. Son olarak hiicre pelleti 400 ul PBS ile ¢oziilerek flow

tiiplerine aktarilarak flow sitometri cihazinda (Merck Millipore, Germany) analiz edildi.

' te: & Uelizy Geved

Sekil 3. 5: Marker karakterizasyonu i¢in hazirlanan falcon tiipleri (Negatif kontrol grubu
ve CD73, CD90, CD105, CD44, CD14, CD34, CD45, CD146, CD29, CD31 antibodyleri)

3.2.4. Ekstraksiyon Yontemi ile Materyallerin Salimm Sivilarimin Elde
Edilmesi

2x6 mm Olgiilerinde teflon disk kalib1 kullanilarak hazirlanan, 4 farkli kuafaj

materyalinden (Dycal, Neo Putty MTA, TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap) elde edilen
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5 ayn disk, 50’lik falcon tiiplere konuldu ve tiipler etiketlendi. Daha sonra bakteri,

mantar kontaminasyonunu engellemek amaciyla 1 saat UV ile steril edildi.

Her disk bagma her falkona ayri ayr1 1 ml medya konuldu ve toplamda her
falkonda 5 ml DMEM low medya kullanildi (Sekil 3.6). Hazirlanan diskler 1 giin
medyada bekledikten sonra gilin asir1 medyalar toplandi ve iizerine yine ayni miktarda
fresh medya konulup protokol devam ettirildi. Kontaminasyon riskini en aza indirmek ve
materyalden uzak kalan medyanin homojenizasyonun saglanmasi icin hiicre kiiltiirii
kabini icerisinde 0.22’lik mikrobiyolojik filtreden gecirilerek partikiillerden arindirildi,
materyal salinim sivilari elde edildi. Dort farkli kuafaj materyalden elde edilen ekstrakt

salinim sivilar1 -80°C’de saklanda.

- - => 50'lik falcon
5 ml DMEM
Yoo/ VOO /
O O

(low medya)
Dycal (Dentsply) TheraCal LC Neo Putty MTA Harvard BioCal

Sekil 3. 6: Dycal, TheraCal LC, NeoPutty MTA ve Harvard BioCal’in ekstrakt salinim

stvilarinin elde edilmesi

3.2.5. Hiicre Canlihgi- MTS Analizi
Hiicre canlilig1 3-(4,5-di- methyl- thiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxy-phenyl)-2-
(4-sulfo-phenyl) -2H- tetrazolium (MTS)- metodu (CellTiter 96® Aqueous One Solution

Proliferation Assay; Promega, Southampton, UK) kullanilarak analiz edildi.

Hiicreler, %10 fetal bovin serum (Invitrogen) ve %1 PSA (Biological Industries,
Beit Haemek, Israel) ve Dulbecco’s modified Eagle’s medium, low glucose (DMEM)
iceren kiiltiir ortaminda, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning Glasswork, Corning,

NY) 5x102% hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Pozitif kontrol grubu, negatif kontrol
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grubu ve 4 farkli kuafaj materyalden elde edilen salinim sivilari ile 6 farkli deney grubu
olusturuldu. Negatif kontrol grubunda sadece hiicreler yer alirken pozitif kontrol
grubunda hiicrelere %20’lik DMSO (Dimetilsiilfoksit) ile muamele edildi. Daha sonra
hiicre canlilig1 analizi i¢in kullanilacak MTS c¢ozeltisi, PBS-glukoz soliisyonu ile yiizde
10'luk bir nihai konsantrasyon elde etmek adina karistirildi. Hiicreler, % 5 CO2 ve % 95
(h/h) hava ile yiliksek oranda nemlendirilmis bir atmosferde (Rh % 80), 37°C’de, 1 saat
siire PBS-glukoz-MTS soliisyonu ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinden sonra 490 nm
dalga boyunda ELISA plaka okuyucu (Biotek, Winooski, VT) cihaz1 ile abzorbans
Olctimil yapilarak canlilik analizi gozlemlendi (Resim 3.5). MTS analizinde bu asamalar,

1,3,5,7, ve 14. giinler i¢in tekrarlandi.

Sekil 3. 7: Negatif kontrol, pozitif kontrol ve kuafaj materyallerinden elde edilen ekstrakt

salinim sivilari ile muamele edilmis hiicrelere MTS soliisyonun eklenmesi
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NEGATIF
KONTROL
POZITIF
KONTROL
NEO PUTTY
MTA
HARVARD
BIOCAL

Sekil 3. 8: PBS-glukoz ¢dzeltisi ile karistirilmis MTS soliisyonunun deney gruplarina
gore renk degisimi

Sekil 3. 9: Inkiibasyon siirecinden sonra 490 nm dalga boyunda abzorbans &l¢iimii

yapilan ELISA plaka okuyucu (Biotek, Winooski, VT) cihazi
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3.2.6. Anneksin-P1 ile Apoptoz-Nekroz Analizi (Flow Sitometri)

6 kuyucuklu kiiltiir kaplarmna ekilen ve her kuyucukta 1 x 10° yogunlugunda
bulunan hiicreler toplanarak 1300 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra
tizerinde kalan siipernantlar atilarak hiicre peleti 1 ml PBS igerisinde pipetajlanarak tekrar
santrifiij edildi. Santrifiijlenen hiicre peletleri 300 pul PBS ve 100 ul FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit i¢erisinde ¢ozdiiriildii. Kullanilan kitin iiretici talimatlarina gore
baglama tamponu (Annexin V Binding Buffer, BioLegend, San Diego, USA) ile
karistirilarak vortekslendi. Daha sonra 3 pl Annexin V eklendi ve 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicrelere 1 ul Propidyum Iyodiir (PI) ilave
edildi. Negatif kontrol, Annexin V kontrol (sadece 3 ul Annexin), PI kontrol (sadece 1 pul
Propidyum Iyodiir), Annexin V-PI kontrol ve 4 farkli kuafaj materyali ile muamele
edilmis, kit protokolii uygulanmis hiicrelerin canli, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
hiicre 6l¢timleri flow sitometri cihazi (Merck Millipore, Germany) ile gergeklestirildi. Bu

protokol 1. 7. ve 14. Glinlerde tekrarlandi.

3.2.7. Reaktif Oksijen Seviyesini Belirleme-ROS

Kuafaj materyallerinin hiicreler iizerinde olusturdugu reaktif oksijen miktarin
gostermek amaciyla, hiicrelerinin hiicre i¢i ROS seviyeleri DCFDA- Cellular ROS Assay
Kit (Abcam) ile 6lgiildii. Insan dental pulpa kok hiicreleri, %10 (v/v) (FBS) ve %l
Penisilin / Streptomisin / Amfoterisin (100 iinite/ml) antibiyotik iceren DMEM isimli
medyada kiiltiirlendi. Yiiksek oranda nemlendirilmis bir atmosfer (RH % 80), 37°C
sicaklikta %5 CO2 ve % 95 (h/h) hava ile hiicreleri biiylitmek ve inkiibe etmek icin
inkiibatorde (Nuaire NUS5510/E/G), T25, T75, T125’lik flasklar kademeli olarak
kullanildi. Hiicreler giinliikk olarak gozlendi ve yilizde 70 ila 80 birlesme noktasina
ulastiklarinda pasajlandi. 2.5x 10* hiicre, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 37°C
'de inkiibe edildi. 24 saatin sonunda kontrol grubuna DMEM eklenirken diger gruplar
kuafaj materyallerinden elde edilen salinim sivilart muamele edildi (50-100 pg/ml). Daha
sonra hiicreler, 100 pl ROS Assay buffer ve ardindan PBS ile yikandi. Bu yikamadan
sonra 100 pl 1x ROS etiketli ROS assay buffer icerisinde diliie edilmis soliisyondan her
kuyucuga eklenerek 45 dakika, karanlik ortamda, 37°C sicaklikta inkiibasyon
gerceklestirildi. Bu inkiibasyondan sonra koyulan soliisyon atilarak 100 ul PBS
kuyucuklara eklenerek floresans plaka okuyucuda (Varioskan LUX (Thermo Fisher

Bilimsel)), 495/529 nm floresans yogunlugunda okutuldu.
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3.2.8. Total RNA izolasyonu- Gen Analizi

4 farkli kuafaj materyalinden elde edilen ekstrakt salinim sivilar1 ile muamele
edilmis hiicreler, her kuyucukta 1 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6’11 kiiltiir kaplarina
ekildi. 24 saat boyunca, %5 CO. ve %95 (h/h) hava ile yiliksek oranda nemlendirilmis bir
atmosferde (RH %80), 37°C sicaklikta inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler toplandi ve
{ireticinin talimatlarma uygun olarak TRIzol™ reaktifi (#15596026, Thermo-Fischer

Scientific, Massachusetts, ABD) nin bulundugu kit protokolii uygulandi.

[k olarak hiicrelerin homojenizasyonu saglandi. Pellet halindeki hiicrelerin
tizerine once 400 pl Trizol eklendi ve 5 dakika inkiibasyon siirecinin ardindan her 6rnek
100 pl kloroform ile karistirilip, 3 dakika inkiibe edildi. Numune 6rneklerini 3 ayr1 faza
ayirmak i¢in 12000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi (Gyrozen 416, Korea) (Sekil 3.11).
Ardindan ist renksiz faz (Sekil 3.12), dikkatlice yeni bir tiipe alindi. Daha sonra iizerine
200 pl izopropanol eklenip karistirildi ve 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler tekrar 12.000
x g'de 10 dakika santrifiijlendi (Gyrozen 416, Korea).

Sekil 3. 10: 24 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan hiicrelerin toplanmasi
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Sekil 3. 11: Numune 6rneklerini 3 ayr1 faza ayirmak i¢in 12000 x g’de 15 dakika santrifiij
edilmesi (Gyrozen 416, Korea)

Sekil 3. 12: 12000 x g’de 15 dakika santrifiij edilen 6rneklerin 3 faza ayrilmasi, iistteki
renksiz faz
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Tiiplin alt kismina ¢okelen beyaz jel benzeri formdaki RNA 6rnekleri toplanip
RNA igermeyen siipernatantlar atildi. Daha sonra alinan RNA 6rnekleri 400 pl %75’lik
etanol ile iyice kanistirtlip vortekslendi (Dragon Lab, MX-F, China) (Sekil 3.13).
Ornekler daha sonra 5 dakika 7500 x g'de santrifiijlendikten sonra siipernatant atildi.
Santrifiijiin ardindan, RNA Orneklerini ¢ozmek i¢in 30 pl RNase/DNase igermeyen su
kullanildi (Sekil 3.14). Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop (Nano-Drop 2000,
Thermo Fisher Scientific, USA) ile 6lgiildii. Bu asamalar 1. Giin, 7.glin ve 14.giin i¢in
tekrarlandi.

Ea s V'Y

ON / OFF | TOUCH

L

Sekil 3. 13: RNA orneklerinin 400 pl %75’lik etanol ile karigtiritlip vortekslenmesi
(Dragon Lab, MX-F, China)
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Sekil 3. 14: RNA orneklerini ¢6zmek i¢in kullanilan RNase/DNase igermeyen su
(Nuclease-free water BIO-RAD)

3.2.9. RNA’dan ¢cDNA (Tamamlayict DNA) Sentezi

Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop (Nano-Drop 2000, Thermo Fisher
Scientific, USA) ile olciildiikten sonra, BioRad iScriptTM cDNA Synthesis Kiti
(#1708891, BioRad, ABD) protokolii baz alinarak total RNA’dan cDNA sentezi yapildi.
Sentegen Biotech (Ankara, Tiirkiye) tarafindan, sentezlenen hedef primerleri tasarlamak
icin Ulusal Biyoteknoloji Merkezi'nin (NCBI, Bethesda, MD) Primer-BLAST c¢evrimici
yazilim1 kullanildi. Tablo 3.2°de verilen karisim oranlara gére cDNA reaksiyon karisimi
-20°C’lik mini sogutucu tizerinde hazirland1 (Sekil 3.15). Gen ekspresyon datalarinin

normalizasyonu i¢in 18S ribozomal RNA, housekeeping gen olarak kullanildi.
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Tablo 3. 2: cDNA reaksiyon karigimi

c¢DNA Reaksiyon Bilesenleri Hacim (ul)
5X iScript Reaction Mix 4
iScript Reverse Transcriptase 1
Niikleaz icermeyen su Degisken (Variable)
RNA sablonu (random primer) Degisken (Variable)
Total Hacim 20

Hazirlanan reaksiyon karigimi, Dycal, ThereCal LC, Neo Putty MTA, Harvard
BioCal ve kontrol grubu olarak etiketlenerek 15 PCR tiipiine 20°ser uL olarak dagitildi.
Tablo 3.3’te verilen protokol dogrultusunda, Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya)

cihazinda revers transkripsiyon gergeklestirildi (Sekil 3.16, Sekil 3.17).

Tablo 3. 3: cDNA sentez reaksiyon protokolii

Asamalar Siire/Sicakhik
Hazirlik 5 dakika, 25 °C
Revers transkripsiyon 20 dakika, 46°C
RT inaktivasyonu 1 dakika, 95°C
Son asama 00,4 °C
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_=20°C Mini Cooler
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Sekil 3. 15: cDNA reaksiyon karisiminin hazirlandigi -20°C’lik mini sogutucu

RUMMING: izcript cdha

510
01:00

4.10
=

[1x]

Fem. Time: 04 J

Sekil 3. 16: cDNA sentez reaksiyon protokolii semasi
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Sekil 3. 17: Thermal Cycler (termal sicaklik dongiisii) cihazi (Sensoquest, Almanya)

3.2.10. Ger¢ek Zamanh Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Real Time PCR (RT-gPCR)

Gergek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu i¢in hazirlanan
mater mix soliisyonu, (Tablo 3.5) QuantiTect SYBR Green PCR Kiti (#204145, Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanilarak {iretici talimatlarina uyularak, dH>O (deiyonize su) ve her
primerden 10 pmol (primerlerin dizileri Tablo 3.4’te verilmistir) olacak sekilde
karistirildi. QuantiTect SYBR Green PCR Kit’inde (#204145, Qiagen, Hilden, Almanya)
10 ul'lik bir son hacmin elde edilmesi i¢in 800 ng cDNA'lar da eklendi. Gen ekspresyon
datalarinin normalizasyonu i¢in 18S rRNA, ekspresyon seviyelerinin ortalamasi i¢in
kullanildi. Real Time PCR deneyleri, iCycler RT-PCR sistem analizi (Bio-Rad, Hercules,
CA) araciligiyla Tablo 3.6’da verilen protokole gore 96 kuyucuklu RT-qPCR kiiltiir
kaplar1 kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 3. 4: RT-gPCR'da ekspresyonu ¢aligilan genlere ait primer dizileri

Gen Yon Primer Prob Dizisi

Forward  5°-CCCTCTGCGTGCTCCTCTTA-3’
SPARC
Reverse 5’-GCATCGCACTGCTCAAAGAA-3’

(Osteonektin)
Forward  5’-GCTGTAAGGACATCGCCTACCA-3’

ALP Reverse  5’-CCTGGCTTTCTCGTCACTCTCA-3’
OCN Forward  5-CGCTACCTGTATCAATGGCTGG-3’

Reverse  5’-CTCCTGAAAGCCGATGTGGTCA-3’
(Osteokalsin, BGLAP)

Forward 5. TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA -3'
VEGF Reverse  5-GATGGCAGTAGCTGCGCTGATA-3'

Forward  5: GATTCCCTGGACCTAAAGGTGC-3’

Col1Al Reverse  5°- AGCCTCTCCATCTTTGCCAGCA -3’

(Kollajen tip 1 alfa 1)

Forward  5-TGTGCCGCTAGAGGTGAAATT -3'
18S rRNA

Reverse 5'-TGGCAAATGCTTTCGCTTT -3'

Tablo 3. 5: RT-gPCR'da her primer i¢in gerekli olan master mix soliisyonu karigim

oranlar1
Reaktif Miktar
Deiyonize su 32 uL
SYBR Green 100 pL.
Forward Primer 10 uL
Reverse Primer 10 uL.

54



Tablo 3. 6: Real Time gPCR protokolii

Boliim Dongii
1
Baslangic Bozunmasi
(Initial denaturation)
Bozunma
(Denatiirasyon) 40
Primer Baglama
(Annealing)
Uzama
(Extension)
Son Uzama 1
(Final Extension)
Erime Egrisi 110
Son 1

Step
1

55

Siire
5
dakika

60

saniye

60

saniye

60
saniye

10
dakika

12
saniye

Sicakhik
95°C

95°C

55°C

72°C

72°C

-0.5 °C/dongii

4°C



COL1A1

Sekil 3. 18: ALPL, VEGF, COL1A1, SPARC(Osteonektin), BGLAP(OCN) isimli
genlerin STRING network haritasi analiz grafigi (164)

Functional enrichments in your network
explain columns

Biological Process (Gene Ontology)

GO-term description count in network strength false discovery rate
G0:0034505 Tooth mineralization 20of16 2.69 0.0057
G0:00424786 Odontogenesis 3of120 1.99 0.0024 (&
G0:0071363 Cellular response to growth factor stimulus 4 of 494 1.5 0.0024 .

Cellular Component (Gene Ontology)

GO-term description count in network o strength false discovery rate
G0:0031012 Extracellular matrix 4 of 527 1.47 00045 &

Reactome Pathways
pathway description count in network strength false discovery rate

HSA-76002 Platelet activation, signaling and aggregation 3 of 260 1.65 0.0368 @

Subcellular localization (COMPARTMENTS)

compartment description count in network o strength false discovery rate
GOCC:0062023 Collagen-containing extracellular matrix 3o0f197 1.78 0.0239 .
GOCC:0005576 Extracellular region 5 of 2035 0.98 00233 @&

Annotated Keywords (UniProt)

keyword description count in network o strength false discovery rate
KW-0091 Biomineralization 20of 31 2.4 00106 @@

Sekil 3. 19: ALPL, VEGF, COL1A1, SPARC(Osteonektin), BGLAP(OCN) isimli

genlerin STRING network haritas1 renklendirme tanimlari (164)
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3.2.11. SEM goriintiileme

Kuafaj materyallerinin dental pulpa kok hiicreleri iizerindeki morfolojik
degisimleri ve yiizey yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM-Scanning electron
microscopy) ile goriintiilendi. Dycal (Dentsply), ThereCal LC, NeoPutty MTA (NuSmile)
ve Harvard BioCal-Cap ornekleri 22 X 22 mm’lik cam lamel iizerine yerlestirildi. Her
malzemeden bes lamel &rnek hazirlandi. Her lamel {izerine 1x 10° hiicre olacak sekilde
dental pulpa kok hiicreleri ekildi. 48 saatlik kiiltiir ve inkiibasyon siiresinin ardindan
toplanan ornekler, 2 saat boyunca +4 derecede, %2,5’lik glutaraldehit- 0,1 M sodyum
kakodilat ile fikse edildi. Daha sonra fikse edilen hiicreler PBS ile 3 kere yikandi. Yiizde
30, 40, 50, 70, 90, 95 ve 100°liik alkol diliisyonlar1 ile dehidre edildi. Ornekler aliiminyum
tutucular tizerine yerlestirildi ve piiskiirtme yapilip altin/paladyum ile kaplandi (BAL-
TEC SCD 005, Isvi(;re). Son olarak, altin/paladyum kapli numuneler, 100x, 250x, 500X,
1000x, 2000x, 2500x ve 5000x biiyilitme kullanilarak SEM ile incelendi. SEM goriintiileri
SEM Zeiss EVO 40 (Jena, Almanya) kullanilarak degerlendirildi.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Tez caligmasinin sonuglari, deney gruplar arasindaki anlamlilig1 belirtmek i¢in
kullanilan “’GrahPad Prism 8.0.2.”” (GraphPad Prism, San Diego, CA) programi ile
gerceklestirildi. Hiicre canliligi-MTS sonuglart ve RT-qPCR’da gen ekspresyon
bulgularinin grup i¢i ve gruplar arasi karsilastiritlmali analizi i¢in Tukey-testi ve Two way
Anova metodu kullanilmistir. Kontrol grubu ile karsilastinlan ROS bulgularinin

degerlendirilmesi i¢in Dunn Bonferroni diizeltmeli Bartlett testi kullanilmistir.

[statistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0.05(ns) istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamasii, p < 0.05(*) sinirda anlamliligin bulunmasini, p <
0.01(**) istatistiksel anlamlilig1, p < 0.001(***) istatistiksel anlamlhigin yiiksek diizeyde
oldugunu ve p <0.0001(****) istatistiksel anlamliligin ¢ok yliksek diizey oldugunu ifade
etmektedir.

57



4. BULGULAR

4.1. iZOLE EDILEN KOK HUCRELERIN FLOW SIiTOMETRIi iLE
KARAKTERIZASYONUNUN BELIRLENMESI

24 saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan dental pulpa kdk hiicrelerinin (PO)
flow sitometri analizi ile marker ekspresyonlar1 belirlenip karakterizasyonu yapilmustir.
Bu analiz sonucunda mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD90, CD73, CD44, CD105,
CD146 ve CDZ29 yiizey isaretlerini gosterirken, hematopoetik kok hiicre belirteci olan
CD34, CD45, CD14 ve CD31 yiizey isaretlerini gostermedigi goriilmiistiir.

Mezenkimal kok hiicre yiizey belirteglerinden; CD90 %99.74, CD73 %99.97,
CD44 %99.83, CD105 9%99.89 iken CDI146’da %95.33 pozitif ekspresyon
kaydedilmistir. Hematopoetik kok hiicre yiizey belirteglerinden CD34 %0.88, CD45
%3.90, CD14 %0.10 iken CD31 %]1.27 olarak kaydedilmistir (Sekil 4.1).

] = ! - -

1 ~99.74% ' 99.97%
. ] 3 Wl
]

!- cD90 l. cD73
t = 1 - ' = t
) 99.83% 3 99.89% 1 95.33 ! 99 .38
B e b — p———
s : 5
| cpaa 1 comsl | coue I.| co29

‘ [] .

Sekil 4. 1: Kok hiicrelerin marker ekspresyonlarmin flow sitometri analizi ile

belirlenmesi
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4.2. HUCRE CANLILIGI-MTS TESTi ANALIiZ SONUCLARI

Negatif kontrol, pozitif kontrol, Dycal (Dentsply), TheraCal LC, NeoPutty MTA
ve Harvard BioCal-Cap olmak iizere 6 grubun hiicre canlilig1 analizi; 3-(4,5-di- methyl-
-2H-
(MTS)- metodu (CellTiter96 AqueousOne Solution; Promega, Southampton, UK)

thiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxy-phenyl)-2-(4-sulfo-phenyl)

kullanilarak 1. 3. 5. 7. ve 14. giinler i¢in ayr1 ayr1 yapilmstir.

4.2.1. Materyallerin Hiicre Canhihigi-MTS Testi Sonu¢larimin Zamana Goére

Gruplar Aras1 Karsilastirmah Analizi

* %k ok ns
I 1
& ok ok ok ok ok ok ns ns
1 [ | 1
e ok ok e ns %* >k 3k e ok ns
1 1 I |
* ¥ ok ns ns | ns ns
[ 1 | 11 1 | 1 I
ns ok ok ok ok e ok ok ok * ok ok ok ns
[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 L
* %k ok %k ok %k ok ¥ & ok % *k ok 3k sk ns
1 1 1 | I
ns ok ¢ 3k ok ns ok K ok ns
—
ns ns ns ns ns
1 1
* ok % k ns n’s_| ns ns
1 1 1
|—‘**** n’s—| ns ns  kk ns * ns ns
1 r—11m [ 11 i1 [ 1M
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M M M 1 [1 ]
1.0— skokdkk  skokokok EL S & ke ke ok ns
M M M 1 1
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0.8 —I
2 [ l
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2 04+
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0.2+
1rd day 3rd day 5th day 7th day 14th day

I} NNy Bl

NC

PC
NeoPutty-MTA
Dentsply-Dycal
Harvard
TheraCal

Sekil 4. 2: Materyallerin hiicre canlilig1-MTS testi sonuglarinin zamana gore gruplar arasi

karsilastirmal1 analizi *
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* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlaml farklik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel
anlamhiligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: 4 farkli kuafaj materyalinin MTS degerleri negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, hiicre canliliginin yiiksek oldugu goriliirken istatistiksel (p <
0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Pozitif kontrol grubu
ile NeoPutty MTA, TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
belirlenmisken, pozitif kontrol grubu ile Dycal arasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns)
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Dycal ile diger kuafaj materyallerinden Harvard
BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC’nin MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
goriiliirken, Dycal deney grubu en diisiik hiicre canliligi gosteren kuafaj materyali
olmustur (Tablo 4.1). NeoPutty MTA, Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC’nin kendi
aralarindaki ikili karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik

bulunamamstir (Sekil 4.2).

Tablo 4. 1: Hiicre canlilig1 1. giin MTS testi sonuglari

n=4 NC PC NeoPutty Dycal Harvard TheraCal

MTA (Dentsply)  BioCal LC
Ortalama |0,467 0,0405 0,59225 0,0235 0,6445 0,662 |
Standart |0,004472 0,002291  0,055607  0,002693 0,058183 0,082861 ‘
Sapma

cell via | 100 8,672377  126,8201  5,03212 138,0086 141,7559

3. Giin: Negatif kontrol grubu ile Dycal’m MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
goriiliirken, Dycal deney grubunda hiicre canliligi daha disiiktiir (Tablo 4.2). Kontrol
grubu ile Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC’nin kendi aralarindaki
ikili  karsilastirmada istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir. Ayni1 sekilde Dycal ile pozitif kontrol grubu arasinda istatistiksel
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olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Dycal’in diger ii¢ kuafaj
materyaline gore hiicre canlilig1 daha diisiikk degerler gosterirken Dycal ve diger kuafaj
materyalleri arasinda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
bulgulanmistir (Sekil 4.2).

Tablo 4. 2: Hiicre canlilig1 3. giin MTS testi sonuglari

n=4 NC PC NeoPutty  Dycal Harvard TheraCal LC
MTA (Dentsply)  Biocal

Ortalama | 0,376 0,012 0,37575 0,01225 0,441 0,44575 |

Standart | 0,042849 0,000707  0,061759  0,00109 0,051851  0,034106

Sapma

cellvia | 100 3,191489 99,93351  3,257979  117,2872  118,5505 |

5. Giin: Negatif kontrol grubu ile Dycal’m MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
gortiliirken, Dycal deney grubunda hiicre canliligi daha distiktiir (Tablo 4.3). Kontrol
grubu ile Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC’nin kendi aralarindaki
ikili  karsilastirmada istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir. Dycal (Dentsply) ile NeoPutty MTA’nin MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0.001(***)) anlamliligin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Dycal (Dentsply) ile Harvard BioCal-Cap’in MTS canlilik degerleri
arasinda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
bulunmaktadir. Dycal (Dentsply) ile TheraCal LC’nin MTS canlilik degerlerinin
karsilastirilmali analizi ise p < 0.01(**) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil

4.2).

Tablo 4. 3: Hiicre canlilig1 5. giin MTS testi sonuglari

n=4 NC PC NeoPutty  Dycal Harvard TheraCal

MTA Dentsply BioCal LC
Ortalama | 0,16375 0,01525  0,12475 0,0115 0,149 0,10125
Standart | 0,01028 0,000829 0,008584 0,0005 0,006671  0,023026
Sapma

cell via | 100 9,312977 76,18321 7,022901 90,99237 61,83206
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7. Giin: Negatif kontrol grubu ile Dycal’m MTS canlilik degerleri
karsilagtirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
bulunmakta olup Dycal deney grubunda hiicre canliligi daha diisiik degerler géstermistir
(Tablo 4.4). NeoPutty MTA’nin MTS canlilik degerleri ile Dycal, NeoPutty MTA ile
TheraCal LC’nin degerleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.05(*) sinirda bir anlamlilik
belirlenirken en yiiksek hiicre canliligi TheraCal LC deney grubunda, en diisiik hiicre
canliligi ise Dycal deney grubunda bulgulanmistir (Tablo 4.4). NeoPutty MTA ile
Harvard BioCal-Cap’in ikili karsilastirilmasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli
bir farklilik bulunmamaktadir. Dycal ile Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC arasinda
istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak cok yiiksek diizey anlamlilik belirlenmistir.
Harvard BioCal-Cap ile TheraCal LC’nin MTS canlilik degerleri karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.2).

Tablo 4. 4: Hiicre canlilig1 7. giin MTS testi sonuglari

n=4 NC PC NeoPutty  Dycal Harvard TheraCal
MTA (Dentsply)  BioCal LC

Ortalama | 0,1405 0,0115 0,087 0,0115 0,1435 0,17225 |

Standart | 0,015532  0,0005 0,013838  0,0005 0,009206 0,011121

Sapma

cellvia | 100 8,185053  61,92171  8,185053 102,1352 122,5979 |

14. Giin: Negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, Neo Putty MTA, Dycal,
Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC’nin birbirleri ile MTS canlilik verileri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(Sekil 4.2).

Tablo 4. 5: Hiicre canlilig1 14. giin MTS testi sonuglari

n=4 NC PC NeoPutty Dycal Harvard TheraCal LC
MTA (Dentsply) BioCal

Ortalama | 0,0485 0,0125 0,05 0,0665 0,013 0,0775

Standart | 0,0045 0,0015 0,001 0,0115 0,001 0,0035

Sapma

cellvia | 100 25,7732  103,0928 137,1134 26,80412  159,7938
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4.2.2. Materyallerin Hiicre Canlhihigi-MTS Testi Sonu¢larimin Zamana Gore

Grup I¢i Karsilastirmah Degerlendirilmesi
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Sekil 4. 3: Materyallerin hiicre canliligi-MTS testi sonuglarinin zamana goére grup ici

karsilastirmali degerlendirilmesi *

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smrda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamhiligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel
anlamhiligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.
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Negatif Kontrol Deney Grubu: 1.giin ile 5.giin, 7.giin ve 14.giin arasinda MTS
canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) ¢ok yliksek diizey
anlamlilik bulunmaktadir. 1.giin ile 3.giin ve 5.giin ile 14.giin MTS canlilik degerleri
karsilastirildiginda p < 0.01(**) istatistiksel olarak anlamlidir. 7.giin ile 14.gilin verileri
arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda anlamlilik goriilmiisken 5.giin ile 7.gilin
MTS canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik
belirlenmemistir (Sekil 4.3).

Pozitif Kontrol Deney Grubu: 1.giin, 3.gilin, 5.giin, 7.giin ve 14.giin i¢in MTS
canlilik degerleri ikili olarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli

bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.3).

NeoPutty MTA Deney Grubu: 1.giin ile diger giinler arasinda MTS canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) cok yliksek diizey anlamlilik
bulunmaktadir. Ayni1 sekilde 3.giin ile diger giinler arasinda da istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) cok yiiksek diizey anlamlilik oldugu belirlenmistir. 5.giin ile 7.giin, 5.glin
ile 14.giin ve 7.giin ile 14.gilin i¢in MTS canlilik degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik goriilmektedir (Sekil 4.3).

Dycal (Dentsply) Deney Grubu: 1.giin, 3.giin, 5.giin, 7.giin ve 14.giin i¢in MTS
canlilik degerleri ikili olarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlaml

bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.3).

Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: 1.giin ile diger giinler arasinda MTS
canlilik degerleri istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) cok yiiksek diizey anlamlilik
gostermektedir. Aynmi sekilde 3.giin ile diger giinler arasinda istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) cok yiiksek diizey anlamlilik bulunmaktadir. 5.giin ile 7.giin MTS canlilik
degerleri karsilagtirmasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik
bulunmazken 5.giin ile 14.glin MTS canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak (p <
0.001(***)) anlamliligin yiiksek oldugu goriilmektedir. 7.giin ile 14.giin degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0.001(***)) anlamhiligin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.3).

TheraCal LC Deney Grubu: 1.giin ile diger giinler arasinda MTS canlilik
degerleri istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
gostermektedir. Ayni sekilde 3.giin ile diger giinler arasinda istatistiksel olarak (p <

0.0001(****)) ¢ok yiiksek diizey anlamlilik bulunmustur. 5.gilin ile 7.giin ve 7.gilin ile
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14.giin MTS canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda anlamlilik
belirlenmistir. 5.giin ile 14.giin MTS canlilik degerleri arasinda ise istatistiksel olarak p>
0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunamamustir (Sekil 4.3).

4.3. ANNEXIN V- PROPIDYUM IYODUR (PI) iLE APOPTOZ-NEKROZ
TAYINI-FLOW SITOMETRI ANALIZi

4.2.1. Annexin V- Propidyum Iyodiir (P1) ile Apoptoz-Nekroz Tayini-Flow

Sitometri Analizinde 7. ve 14. Giine ait Bulgular

Negatif kontrol grubu, negatif kontrol Annexin V grubu, negatif kontrol P1 grubu,
negatif kontrol Annexin V-PI grubu ile kuafaj materyallerinin 7. giine ait flow sitometri
grafigi Sekil 4.4’te, 14. giine ait akim sitometri grafigi Sekil 4.5’te verilmistir. 1.giin
sonuglari n=4 tekrar almak {izere yapilmis ve anlamli sonuglar kaydedilememistir. Flow
sitometri analiz grafiginde canli dental pulpa kok hiicre grubu alt-sol alan (LL), nekrotik
hiicre grubu iist-sol alan (UL), ge¢ apoptotik hiicre grubu list-sag alan (UR), erken
apoptotik hiicre grubu alt-sag alan (LR) seklinde gosterilmektedir.
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Sekil 4. 4: Negatif kontrol grubu, negatif kontrol Annexin V grubu, negatif kontrol Pl
grubu, negatif kontrol Annexin V-PI grubu ile 4 farkli kuafaj materyalinin 7. giine ait

flow sitometri analizi (x: Annexin y: PI)
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Tablo 4. 6: Negatif kontrol grubu, negatif kontrol Annexin V grubu, negatif kontrol Pl

grubu, negatif kontrol Annexin V-PI grubu ile 4 farkli kuafaj materyalinin 7. giine ait

flow sitometri analiz bulgulari

Canh Erken Geg Nekroz Hiicre
Hiicre Apoptozdaki Apoptozdaki Yiizdesi
Yiizdesi  Hiicre Yiizdesi Hiicre Yiizdesi (UL)

(LL) (LR) (UR)
NC %99,81 %0,00 %0,03 %0,16
NC ANX %75,08 %24,70 %0,19 %0.03
NC PI %93,18 %0,00 %0,09 %6,73
NC ANX-PI %77,33 %15,34 %5,38 %1,94
NeoPutty MTA %27,23 %70,64 %2,07 %0.06
Dycal (Dentsply) %29,36 %66,36 %4,08 %0,19
Harvard BioCal-Cap %75,59 %16,23 %6,36 %1,83
TheraCal LC %35,00 %48,84 %14,21 %1,95
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Sekil 4. 5: Negatif kontrol grubu, negatif kontrol Annexin V grubu, negatif kontrol Pl
grubu, negatif kontrol Annexin V-PI grubu ile 4 farkli kuafaj materyalinin 14. giine ait

flow sitometri analizi (x: Annexin y: PI)
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Tablo 4. 7: Negatif kontrol grubu, negatif kontrol Annexin V grubu, negatif kontrol Pl

grubu, negatif kontrol Annexin V-PI grubu ile 4 farkli kuafaj materyalinin 14. giine ait

flow sitometri cihazi analiz bulgular

Canh Erken Geg Nekroz Hiicre
Hiicre Apoptozdaki Apoptozdaki Yiizdesi
Yiizdesi  Hiicre Yiizdesi Hiicre Yiizdesi (UL)

(LL) (LR) (UR)
NC %97,28 %0,00 %0,61 %2,11
NC ANX %63,60 %32,53 %3,72 %0,15
NC PI %91,22 %0,00 %2,00 %6,78
NC ANX-PI %61,91 %29,26 %7,91 %0,93
NeoPutty MTA %54,53 %39,14 %6,12 %0,22
Dycal (Dentsply) %23,70 %46,78 %25,69 %3,84
Harvard BioCal-Cap | %43,45 %49,77 %6,27 %0,51
TheraCal LC %44,37 %51,01 %4,33 %0,29
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4.4, HUCRE iCi SERBEST RADIKAL DEGIiSiMi ANALIZi (ROS)

Hiicre ici artan serbest radikaller hiicre DNA’sinda hasara yol agarak apoptozis
mekanizmasini tetikleyen en énemli mekanizmalardan birisidir. Kuafaj materyallerinin
hiicrelerde olusturdugu hiicre igi serbest radikal 6l¢iimii (ROS), DCFDA- Cellular ROS
Assay Kit (Abcam) kullanilarak analiz edilmistir.

2507
%k
200- o ok e K
l o K ek
% 1504
L
)
2
% 100- = Control
Hl Harvard
50- = Dentsply-Dycal
3 TheraCal
0 = NeoPutty-MTA

Sekil 4. 6: Kuafaj materyallerinin hiicrelerde olusturdugu hiicre ici serbest radikal 6l¢timii

(ROS) niin istatistiksel analizi (intensity fold, %) *

*p < 0.01(**) istatistiksel anlamhiligi ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

Pulpa kuafaj materyalleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Dycal deney grubu
%135,47 yogunlugunda hiicre i¢i serbest radikal olusturarak en yiiksek ROS degeri
gozlenen kuafaj materyali olmustur. Dycal’1 %88,14 ile NeoPutty MTA izlemektedir.
Kontrol grubuna gére Harvard BioCal-Cap deney grubunda %76,54 yogunlukta hiicre igi
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serbest radikal olusumu gozlenirken, TheraCal LC deney grubunda %72,54 ile en az

hiicre i¢i serbest radikal yogunlugu goriilmektedir (Tablo 4.8).

Kontrol deney grubuna gore Dycal (Dentsply) deney grubu ROS 6lgiim degerleri
istatistiksel olarak p < 0.0001(****) ¢ok yiiksek diizey anlamlilik géstermekteyken Dycal
ROS’u arttiran tek kuafaj materyali olarak bulgulanmistir. NeoPutty MTA deney
grubunun kontrol grubuna gore hiicre i¢i serbest radikal yogunlugu p < 0.01(**)
istatistiksel olarak anlamli iken ROS artis1 géstermemistir. Kontrol deney grubuna gore
Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC deney gruplarinin ROS 6l¢iim degerleri istatistiksel
olarak p < 0.0001(****) ile ¢ok yiiksek diizey anlamlilik gdstermekteyken ROS artisi
gbzlenmemistir (Sekil 4.6).

Tablo 4. 8: ROS analiz sonuglari

ROS yogunlugu
Kontrol Materyal Standart Sapma n

Sonuglari
Harvard BioCal-Cap | 100 76,541 0,1782 3
Dycal (Dentsply) 100 135,475 0,10025 3
TheraCal LC 100 72,546 0,20175 3
NeoPutty MTA 100 88,1402 0,158 3
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45. GERCEK ZAMANLI REVERS TRANSKRIPTAZ-POLIMERAZ
ZINCIR REAKSIYONU (RT-gPCR) MRNA GEN EKSPRESYONU ANALIZI

4.5.1. ALP/18m/RNA Gen Ekspresyonu RT-qPCR Analiz Bulgular:

45.1.1. Materyallerin ALP/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore grup ici karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 7: Materyallerin ALP/18m/RNA gen ekspresyonu RT-qPCR bulgularinin

zamana gore grup ici karsilastirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamliligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamhiligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamhiligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.
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Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: 1.giin ALP mRNA gen ekspresyonu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak ¢ok yiliksek diizey anlamlilik (p <
0.0001(****)) goriiliirken, 1. ve 7. giin arasinda istatistiksel olarak (p < 0.001(**%*))
anlamhiligin yiiksek oldugu belirlenmistir. 1. ve 14. giin degerleri kiyaslandiginda
istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. 7. ve 14. giin
degerleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p < 0.001(***)) anlamliligin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Kontrol grubu ve 7. giin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak p> 0.05
(ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Kontrol grubu ve 14. Giin ALP mRNA gen
ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.001(***)) anlamliligin yiiksek

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7).

Dycal (Dentsply) Deney Grubu: Kontrol grubu ALP mRNA gen ekspresyon
degeri ile 1. 7. ve 14. giin degerleri karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****))
olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1. Gliin ALP mRNA gen ekspresyonu
degeri ile 7. giin degerleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.7).

TheraCal LC Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. giin, 7. giin ile 14 giin ve 1.
giin ile 14. giin ALP mRNA gen ekspresyon degerleri karsilastirildiginda istatistiksel p <
0.0001(****) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Kontrol grubu ile 7. giin
ALP mRNA gen ekspresyonu seviyeleri arasinda istatistiksel (p < 0.01(**)) olarak
anlamlilik bulunmaktadir. Kontrol grubu ile 14.giin ve 1.giin ile 7.glin degerleri arasinda
istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (Sekil 4.7).

NeoPutty MTA Deney Grubu: 1. giin ALP mRNA gen ekspresyon degeri
kontrol grubu, 7.giin ve 14.giin ile kiyaslandiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak
cok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Kontrol grubu ile 7. ve 14. giin degerleri
karsilastirildiginda  istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.7).
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45.1.2. Materyallerin ALP/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmal istatistiksel analizi

*

ns ns | ns ook ok
| 1 1 1
ns %ok Kk ok 3 ok ok e sk ok ok
I [ | |
ns ns ¢ 3 K K o o ok
1 | [ ] 1
ns ns * ok kK * %k e 3k ok ok
10— 1 ] M ] M
ns kkkk NS % 3 ok oK kk%% NS
i _ _ — M
8_
5 t
@
o 6 ==
5 =
>
L
S 4
[
E
2 24
E B Harvard
2 mann ez all=f JHAR = cesoore
3 TheraCal
2 = NeoPutty-MTA
- T T T T
Control 1rd day 7th day 14th day

Sekil 4. 8: Materyallerin ALP/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR bulgularinin

zamana gore gruplar arasi karsilagtirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05(ns) istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamhiligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: Gruplar karsilastirildiginda ALP mRNA gen ekspresyonu degerleri 1.
giin sonunda biiyiikten kiiciige dogru; Dycal, TheraCal LC, NeoPutty MTA, Harvard
BioCal-Cap seklindedir. Dycal kuafaj materyali deney grubunun ALP mRNA gen
ekspresyon seviyesinin, Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA deney
gruplarmim ALP mRNA gen ekspresyon seviyesine gore istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) ¢ok yiiksek diizeyde anlamliligin oldugu gorilmiistiir. Harvard BioCal-
Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA deney grubunun ALP mRNA gen ekspresyon
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seviyeleri arasinda istatistiksel (p> 0.05(ns)) olarak anlamli farklilik bulunamamistir
(Sekil 4.8).

7. Giin: Gruplar karsilastirildiginda ALP mRNA gen ekspresyonu degerleri 7.
giin sonunda biiyiikten kii¢iige dogru; Dycal, NeoPutty MTA, Harvard BioCal-Cap,
TheraCal LC olarak siralanmistir. NeoPutty MTA’nin ekspresyon seviyesi, TheraCal LC
deney grubunun ekspresyon seviyesine gore istatistiksel (p < 0.001(***)) olarak
anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu goriilmektedir. NeoPutty MTA deney grubu ile
Harvard BioCal-Cap deney grubu arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda bir
anlamlilik s6z konusudur. ALP mRNA gen ekspresyonu seviyeleri karsilastirildiginda,
Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p> 0.05(ns)) (Sekil 4.8).

14. Giin: Gruplar karsilastirildiginda ALP mRNA gen ekspresyonu degerleri 14.
giin sonunda biiyiikten kiiglige dogru; Dycal, NeoPutty MTA, TheraCal LC, Harvard
BioCal-Cap seklinde siralanmustir. Dycal kuafaj materyali deney grubunun ALP mRNA
gen ekspresyon seviyesi, Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA deney
gruplarmin ALP mRNA gen ekspresyon seviyesine gore istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) cok yiiksek diizeyde anlamliligin oldugu goriilmiistiir. NeoPutty MTA ve
TheraCal LC’nin ekspresyon seviyeleri, Harvard BioCal-Cap deney grubunun
ekspresyon seviyesine gore istatistiksel (p < 0.001(***)) olarak anlamliligin yiiksek
diizeyde oldugu kaydedilmistir. NeoPutty MTA deney grubu ile TheraCal LC deney
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p> 0.05(ns))

(Sekil 4.8).
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4.5.2. OCN/18m/RNA Gen Ekspresyonu RT-qPCR Analiz Bulgulari

45.2.1. Materyallerin OCN/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore grup ici karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 9: Materyallerin OCN/18m/RNA gen ekspresyonu RT-qPCR bulgularinin

zamana gore grup ici karsilagtirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamliigin bulunmasini, p < 0.01(*%*) istatistiksel anlamhiligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamhiligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamlihigin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: Kontrol grubu OCN mRNA gen
ekspresyon degeri ile 1., 7., ve 14. giin degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel (p <
0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1. giin OCN mRNA
gen ekspresyon degeri ile 7. giin degeri arasinda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak
cok yiiksek diizey anlamlilik gozlenirken 1.giin degeri ile 14. giin OCN mRNA
ekspresyon degeri arasinda (p> 0.05 (ns)) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.9).
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Dycal (Dentsply) Deney Grubu: Kontrol grubu OCN mRNA gen ekspresyon
degeri ile 1., 7., ve 14. giin degerleri karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****))
olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1.giin ile 7.giin ve 1. giin ile 14.glin
degerleri karsilastirildiginda ayni sekilde istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak cok
yiiksek diizey anlamlilik bulunmaktadir (Sekil 4.9).

TheraCal LC Deney Grubu: 7. gin OCN mRNA gen ekspresyon degerleri
kontrol grubu, 1.giin ve 14.gilin ile karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(***%*))
olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik gostermektedir. Kontrol grubu ile 1.giin ve kontrol
grubu ile 14. giin OCN mRNA ekspresyon degeri arasinda (p> 0.05 (ns)) istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.9).

NeoPutty MTA Deney Grubu: Kontrol grubu, 1.giin degerleri ile
karsilastirildiginda (p> 0.05 (ns)) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken, 7.
ve 14. giinlerle istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yliksek diizey anlamlilik
gostermektedir. 1. gin OCN mRNA gen ekspresyon degerleri 7. ve 14.giinlerle
karsilastirildiginda istatistiksel (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
kaydedilirken, 7. ve 14.gin OCN mRNA gen ekspresyon degerleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda  (p> 0.05 (ns)) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.9).
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45.2.2. Materyallerin OCN/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 10: Materyallerin OCN/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR bulgularinin

zamana gore gruplar arasi karsilagtirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamhiligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: Gruplar karsilagtirildiginda OCN mRNA gen ekspresyonu degerleri 1.
giin sonunda biiyiikten kiiciige dogru; Dycal, NeoPutty MTA, TheraCal LC, Harvard
BioCal-Cap seklinde siralanmistir. Dycal ile diger kuafaj materyallerinden Harvard
BioCal-Cap, TheraCal LC, NeoPutty MTA gruplari arasinda istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Harvard BioCal-Cap
ile diger kuafaj materyallerinden Dycal, TheraCal LC, NeoPutty MTA gruplar arasinda
istatistiksel olarak (p <0.0001(***#*)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik kaydedilmistir.
TheraCal LC ile NeoPutty MTA deney gruplarinin OCN mRNA gen ekspresyon
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda anlamlilik bulunmustur (Sekil

4.10).
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7. Giin: Gruplar karsilastirildiginda OCN mRNA gen ekspresyonu degerleri 7.
giin sonunda biiyiikten kiiglige dogru; Dycal, Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC,
NeoPutty MTA olarak siralanmistir. Dycal ile diger kuafaj materyallerinden Harvard
BioCal-Cap, TheraCal LC, NeoPutty MTA gruplar1 arasinda istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Harvard BioCal-Cap
ile diger kuafaj materyallerinden Dycal, TheraCal LC, NeoPutty MTA gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
gostermistir. TheraCal LC ile NeoPutty MTA deney gruplarinin OCN mRNA gen
ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (Sekil 4.10).

14. Giin: Gruplar karsilastirildiginda OCN mRNA gen ekspresyonu degerleri 14.
giin sonunda biiyiikten kiigiige dogru; Dycal, NeoPutty MTA, TheraCal LC, Harvard
BioCal-Cap seklinde siralanmistir. Tiim deney gruplar arasinda istatistiksel olarak (p <

0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir (Sekil 4.10).
4.5.3. VEGF/18m/RNA Gen Ekspresyonu RT-PCR Analiz Bulgulari

4.5.3.1. Materyallerin VEGF/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore grup ici karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 11: Materyallerin VEGF/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR bulgularinin

zamana gore grup i¢i karsilagtirmali istatistiksel analizi*
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* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamlhiligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel
anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1.giin, 7.giin ve 14.giin
VEGF mRNA ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p <0.0001(****)) olarak
cok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1.giin ile 7.gilin, 1. Giin ile 14.giin ve 7.giin
ile 14.giin OCN mRNA ckspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns))
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.11).

Dycal (Dentsply) Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1., 7. ve 14. giin VEGF
mRNA gen eckspresyon degerleri Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1., 7. ve 14. giin VEGF
mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.11).

TheraCal LC Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1., 7. ve 14.giin VEGF mRNA
gen ekspresyon degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p <0.0001(****)) olarak
cok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 1. giin ile 7. giin VEGF mRNA ekspresyon
degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) smirda bir anlamlilik s6z konusudur.
l.glin vel4.glin ekspresyon degerleri arasinda p < 0.001(***) istatistiksel anlamliligin
yiiksek diizeyde oldugunu kaydedilmistir. 7.giin ve 14.glin VEGF mRNA gen ekspresyon
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek
diizey anlamlilik goriilmektedir (Sekil 4.11).

NeoPutty MTA Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1.giin ve 1.giin ile 7. giiniin
VEGF mRNA ekspresyon degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p <
0.0001(****)) olarak c¢ok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. 7. Ve 14.glin
ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda bir anlamlilik s6z
konusudur. 1.giin ile 14.giin ve kontrol grubu ile 7.giin VEGF mRNA gen ekspresyon
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir. Kontrol grubu ile 14. Giin VEGF mRNA gen ekspresyon degerleri
arasinda istatistiksel (p < 0.01(**)) olarak anlamlilik goriilmektedir (Sekil 4.11).
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4.5.3.2. Materyallerin VEGF/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gqPCR

bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 12: Materyallerin VEGF/18m/RNA gen ekspresyonu RT-qPCR bulgularinin

zamana gore gruplar arasi karsilastirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklhilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
stirda anlamliigin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamhiligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamlihigin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: Gruplar karsilastirildiginda VEGF mRNA gen ekspresyonu degerleri 1.
giin sonunda biiyiikten kiiclige dogru; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty
MTA, Dycal olarak siralanmistir. Tiim deney gruplari arasinda VEGF mRNA gen
ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek
diizey anlamlilik goriilirken Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA deney grubu
arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil
4.12).

7. Giin: Gruplar karsilastirildiginda VEGF mRNA gen ekspresyonu degerleri 7.
giin sonunda biiyiikten kiiciige dogru; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty
MTA, Dycal olarak siralanmistir. Tiim deney gruplar1 arasinda VEGF mRNA gen
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ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek
diizey anlamlilik bulunmaktadir (Sekil 4.12).

14. Giin: Gruplar karsilastirildiginda VEGF mRNA gen ekspresyonu degerleri
14. giin sonunda biiyiikten kii¢iige dogru; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty
MTA, Dycal seklinde siralanmistir. Tiim deney gruplari arasinda VEGF mRNA gen
ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek
diizey anlamlilik bulunurken Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA deney grubunun
VEGF mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel (p < 0.01(**)) olarak
anlamlilik bulunmaktadir (Sekil 4.12).

4.5.4. Col1A/18m/RNA Gen Ekspresyonu RT-gPCR Analiz Bulgular

45.4.1. Materyallerin CollA/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore grup ici karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 13: Materyallerin Col1A/18m/RNA gen ekspresyonu RT-qPCR bulgularinin

zamana gore istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
simirda anlamliligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.
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Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1.giin, 7.giin ve 14.giin
Col1A mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(***%*))
olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik bulunmaktadir. 1.giin ile 7.giin, 7.giin ile 14.giin ve
1.giin ile 14.giin Col1A mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p>
0.05 (ns)) anlaml1 bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.13).

Dycal (Dentsply) Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. giin CollA mRNA gen
ekspresyon degerleri arasinda p < 0.001(***) istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ile 7. giin Coll A mRNA gen ekspresyon degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda bir anlamlilik s6z konusudur.
1. glinile 7. giin, 7. giin ile 14. giin, 1. giin ile 14. giin ve kontrol grubu ile 14. giin arasinda
istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.13).

TheraCal LC Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. giin CollA mRNA gen
ekspresyonu degerleri karsilastirildiginda, p < 0.01(**) istatistiksel anlamlilik
bulunmaktadir. Diger giinler ve kontrol grubu arasindaki degerler arasinda p <0.001(***)

istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13).

NeoPutty MTA Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. giin CollA mRNA gen
ekspresyonu degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.05(*)) sinirda bir anlamlilik s6z
konusudur. Diger giinler ve kontrol grubu degerleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05
(ns)) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.13).
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45.4.2. Materyallerin CollA/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 14: Materyallerin Col1A/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR bulgularinin

zamana gore gruplar arasi karsilagtirmali istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(*%*) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel
anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: Gruplar karsilagtirildiginda CollA mRNA gen ekspresyonu degerleri
1.giinde biiyiikten kiiglige sirasiyla; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA,
Dycal seklinde bulunmustur. Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA’nin Coll1A mRNA
gen ekspresyon degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak p < 0.05(*) simnirda
anlamlilik s6z konusudur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns))

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.14).

7. Giin: Gruplar karsilastirildiginda CollA mRNA gen ekspresyonu degerleri
7.giin sonunda biiyiikten kii¢iige; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA,
Dycal seklinde siralanmistir. TheraCal LC ile diger kuafaj materyalleri arasinda
istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
gostermektedir. Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA’nin CollA mRNA gen
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ekspresyon degerleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak p < 0.01(**) anlamlilik
bulunurken, Harvard BioCal-Cap ile Dycal’in CollA mRNA gen ekspresyon degerleri
arasinda istatistiksel olarak p < 0.05(*) smirda anlamlilik s6z konusudur. Dycal ile
NeoPutty MTA degerleri arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlaml1 bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.14).

14. Giin: Gruplar karsilastirildiginda CollA mRNA gen ekspresyonu degerleri
14.gilin sonunda biiyiikten kiiciige; TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA,
Dycal seklinde siralanmistir. TheraCal LC deney grubu ile diger 3 kuafaj materyalinin
Coll1A mRNA gen ekspresyon degerleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak
(p <0.0001(****)) cok yiiksek diizey anlamlilik bulunmaktadir. Harvard BioCal-Cap ile
Dycal materyalleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.01(**) anlamlilik saptanmisken,
Dycal ile NeoPutty MTA’nmin CollA mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda
istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlaml1 bir farklilik goriilmemektedir (Sekil 4.14).
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4.5.5. SPARC (Osteonektin)/18m/RNA Gen Ekspresyonu RT-PCR Analiz
Bulgular:

4.5.5.1. Materyallerin SPARC (Osteonektin)/18m/RNA gen ekspresyonu

RT-qPCR bulgularinin zamana gore grup ici karsilastirmal istatistiksel analizi
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Sekil 4. 15: Materyallerin SPARC (Osteonektin)/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore istatistiksel analizi*

* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
stirda anlamliigin bulunmasini, p < 0.01(*%*) istatistiksel anlamhiligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamhigin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

Harvard BioCal-Cap Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1.giin, 7.gilin, 14.giin
SPARC mRNA gen ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(***%*))
cok yiiksek diizey anlamlilik goriilmektedir. Diger giinler arasindaki ekspresyon degerleri
arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil
4.15).
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Dycal (Dentsply) Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. gin SPARC gen
ekspresyonu degerleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.01(**) anlamlilik bulunurken,
kontrol grubu ile 7.giin degerleri arasinda istatistiksel olarak p <0.05(*) sinirda anlamlilik
s0z konusudur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlamli bir

farklilik saptanmamistir (Sekil 4.15).

TheraCal LC Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1. giin SPARC gen ekspresyon
degerleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.01(**) anlamlilik bulunmaktadir. Diger giinler
arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) olarak ¢ok yliksek diizey anlamlilik
goriilmemistir (Sekil 4.15).

NeoPutty MTA Deney Grubu: Kontrol grubu ile 1.giin SPARC gen ekspresyon
degerleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.05(*) sinirda anlamlilik s6z konusudur. Diger
glinler arasinda istatistiksel olarak (p> 0.05 (ns)) anlaml bir farklilik bulunmamaktadir
(Sekil 4.15).

4.5.5.2. Materyallerin SPARC (Osteonektin)/18m/RNA gen ekspresyonu

RT-gPCR bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmah istatistiksel

analizi
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Sekil 4. 16: Materyallerin SPARC (Osteonektin)/18m/RNA gen ekspresyonu RT-gPCR

bulgularinin zamana gore gruplar arasi karsilastirmali istatistiksel analizi*
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* p> 0.05 (ns) istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0.05(*)
smirda anlamlhiligin bulunmasini, p < 0.01(**) istatistiksel anlamliligi, p < 0.001(***)
istatistiksel anlamligin yiiksek diizeyde oldugunu ve p < 0.0001(****) istatistiksel
anlamhiligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade etmektedir.

1. Giin: Gruplar karsilastirildiginda SPARC mRNA gen ekspresyonu degerleri
1.giin sonunda biiyiikten kiigtige; NeoPutty MTA, TheraCal LC, Dycal, Harvard BioCal-
Cap seklinde siralanmistir. Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA SPARC mRNA
ekspresyon degerleri arasinda istatistiksel olarak p < 0.05(*) sinirda anlamlilik s6z
konusudur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Sekil 4.16).

7. Giin: Gruplar karsilastirildiginda SPARC mRNA gen ekspresyonu degerleri
7.giin sonunda biiyiikten kiictige; TheraCal LC, NeoPutty MTA, Dycal, Harvard BioCal-
Cap olarak siralanmistir. TheraCal LC ile diger gruplarin SPARC mRNA gen ekspresyon
degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) ¢ok yiiksek diizey anlamlilik
bulunmaktadir. Dycal ile Harvard BioCal-Cap degerleri arasinda istatistiksel olarak p <
0.05(*) smirda anlamlilik s6z konusudur. NeoPutty MTA ile Harvard BioCal-Cap
arasinda istatistiksel olarak p < 0.01(**) anlamlilik bulunurken, NeoPutty MTA ile Dycal
arasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil

4.16).

14. Giin: 14.giin sonunda deney gruplarinin SPARC mRNA gen ekspresyon
degerleri biiyiikten kiigtige; TheraCal LC, NeoPutty MTA, Dycal, Harvard BioCal-Cap
seklinde siralanmistir. TheraCal LC ile diger gruplarin SPARC mRNA gen ekspresyon
degerleri arasinda istatistiksel olarak (p < 0.0001(****)) ¢cok yliksek diizey anlamlilik
bulunmaktadir. Dycal ile Harvard BioCal-Cap degerleri arasinda istatistiksel olarak p <
0.01(**) anlamlilik s6z konusu iken, Harvard BioCal-Cap ile NeoPutty MTA degerleri
arasinda p < 0.001(***) istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.
Dycal ile NeoPutty MTA degerleri arasinda istatistiksel olarak p> 0.05 (ns) anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (Sekil 4.16).
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46. YUZEY YAPISINDAKI MORFOLOJIK DEGIiSIMLERIN
TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOBU ILE INCELENMESI (SEM-
SCANNING ELECTRON MICROSCOPE)

SEM goriintiileri ile farkli kuafaj materyalleri ile muamele edilmis DPSC’lerin

yiizey yapisindaki morfolojik degisimlerinin incelenmesi amaglanmustir.

Dycal (Dentsply) materyali Sekil 4.17°de hiicresiz sekilde goriintiilenmistir.
Dycal’in dental pulpa kok hiicreler tizerindeki morfolojik degisimlerinin 100x, 250X,
500x, 1000x ve 2500x biiyiiltmedeki SEM goriintii sonuglarina gore hiicrelerin kiiresel
morfolojilerini muhafaza ettigi goriilmektedir (Sekil 4.18). Bu goriinti DPSC’lerin

materyal yiizeyine tam tutunmaya baglamadiklar1 anlamina gelmektedir.

NeoPutty MTA (NuSmile) materyali Sekil 4.19°da hiicresiz  sekilde
goriintiilenmigtir. NeoPutty MTA nin dental pulpa kok hiicreler iizerindeki morfolojik
degisimlerinin 500x, 1000x, 2000x ve 2500x biiyiiltmedeki SEM goriintii sonuglarina
gore adezyonu saglayan pseudopodlarin olustugu ve hiicrelerin kiiresel morfolojiden igsi
yapiya doniismeye basladigi goriintiilenmistir (Sekil 4.20).

Harvard BioCal-Cap (Sekil 4.21) ve TheraCal LC (Sekil 4.23) materyallerinin
hiicresiz sekilde SEM goriintiileri kaydedilmistir. Harvard BioCal-Cap (1000x ve 5000x
biiyiitme) ve TheraCal LC’nin (100x, 250x, 500x ve 1000x biiyiiltme) dental pulpa kok

hiicrelerine karakteristik ig morfolojisini kazandirdigi ve yilizey adezyonun gerceklestigi

goriilmektedir (Sekil 4.22-24).
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Sekil 4. 17: Dycal (Dentsply) materyalinin hiicresiz 500x (A) ve 1000x (B) biiyiiltmede
SEM goriintiileri




Sekil 4. 18: Dycal (Dentsply) materyali ile muamele edilen DPSC’lerin 100x (A), 250x
(B), 500x (C), 1000x (D), 2500x (E, F) biyiiltme ile SEM goriintiileri
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Sekil 4. 19: NeoPutty MTA (NuSmile) materyalinin hiicresiz 500x (A) ve 1000x (B)
biiyiiltmede SEM goriintiileri
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Sekil 4. 20: NeoPutty MTA (NuSmile) materyali ile muamele edilen DPSC’lerin 500x
(A), 1000x (B, C), 2000x (D), 2500x (E, F) biiyiiltme ile SEM goriintiileri (pseudopod

uzantilart sar1 okla gosterilmistir.)
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Sekil 4. 22: Harvard BioCal-Cap materyali ile muamele edilen DPSC’lerin 1000x (A),
2500x (B) biiyiiltme ile SEM goriintiileri
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Sekil 4. 23: TheraCal LC materyalinin hiicresiz 100x (A) ve 250x (B) biiyiiltmede SEM

goriintiileri
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Sekil 4. 24: TheraCal LC materyali ile muamele edilen DPSC’lerin 100x (A), 250x (B),
500x (C), 1000x (D) biiyiiltme ile SEM goriintiileri
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5. TARTISMA

Cocuk dis hekimligi pratiginde uygulanan pulpa tedavileri ve kullanilan
materyaller birgok calismanin hipotezlerini olusturmaktadir. Immatiir (olgunlasmamis)
daimi dislerde, travmatik yaralanmalar, anatomik anomaliler ve yaygin derin dentin
ciirtikleri, pulpanin inflamasyonu ve kok gelisiminin durmasina neden olabilmektedir.
Vital pulpa tedavileri ile dentin olusumu uyarilmakta ve pulpa canliligi korunmaktadir.
Vital pulpa tedavisi i¢in ¢esitli klinik prosediirler kullanilmistir ve bu prosediirler arasinda
indirekt/direkt pulpa kuafaj tedavisi ile pulpotomi yer almaktadir (165). Vital pulpa
tedavi yontemlerinde amacg bakterilerle kontamine olmus dokuyu uzaklastirip pulpa
dokusunu korumak ve mineralize doku bariyerinin (dentin kopriisii) olusumunu
desteklemektir. Derin dentin ¢iiriiklii dislerde indirekt pulpa kuafaj tedavisi, minimal
invaziv bir yontem olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Direkt pulpa kuafaj
tedavisi, pulpanin ekspoze oldugu durumlarda dentin-pulpa kompleksinin doku uyumlu
bir biyomateryal ile ortiilereck doku rejenerasyonunun indiiklenmesini amaglayan bir
klinik prosediir. Bu yontem ile kok kanal tedavisinden kaginilmakta veya en azindan kok

olusumu tamamlanana kadar kok kanal tedavisinin ertelenmesi miimkiin olabilmektedir

(166,167).

Pulpa kuafaj tedavisi i¢in secilen biyomateryaller, biyouyumlu olmali ve pulpanin
rejeneratif kapasitesini indiikleyebilmelidir. Yeni ve giincel dental materyallerin klinik
uygulama pratiginde kullanilmadan once biyouyumluluk kapasiteleri ve sitotoksisite
bulgularin1 degerlendirebilmek igin hiicre kiiltiirii testleri (in vitro testler) veya hayvan
deneyleri (in vivo testler) yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirii test yontemleri, hayvan deneyleri
ile karsilastirildiginda; daha iyi standardize olmasi, tekrarlanabilirligi, hizli ve kolay
olmasi, etik agidan tartismaya neden olmamasi ve nispeten daha diisiik maaliyetlerle
gerceklestirilebilmesi gibi énemli teknik avantajlara sahiptir (168,169). Bu ¢alismada
bahsedilen kiyaslamalar géz oniinde bulundurularak, direkt ve indirekt pulpa kuafaj
tedavisinde kullanilan materyallerin in vitro ortamda, sitotoksisite ve biyouyumluluklari

degerlendirilmistir.

In vitro galigmalarda iki tip hiicre kullanilmakta olup bunlar primer hiicreler ve

devamli hiicre hatlaridir. Devamli hiicre hatlari, siiresiz ¢ogalabilme 6zelligine sahip
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transformasyona ugramig primer hiicreler olup daha stabil bir karakterizasyondadir.
Siklikla tercih edilen devamli hiicre hatlar1 grubunda; fare fibroblastlar (L-929, 3T3),
insan epitel hiicreleri (HeLa) yer almaktadir (118). Primer hiicre kiiltiirleri, doku veya
organdan izole edilen hiicreler olup kiiltiir ortaminda en az 24 saatlik inkiibasyonu ile elde
edilebilmektedir. Dental pulpa fibroblastlar1 ve dis eti fibroblastlar1 primer hiicre
kiiltiiriine 6rnek olarak verilebilir. Dokudan izole edilen hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiire
edilmesi zahmetli ve zor olmaktadir. Kiltiir asamalarinin olduk¢a zahmetli ve hassas
olmasina ragmen primer hiicrelerin, laboratuvar kosullarinda in vivo sartlara en yakin
fizyolojik ortami yansittig1 bildirilmistir (115,118). Bu karsilagtirmalar neticesinde, bu
calismada in vivo ortami daha iyi taklit etmesi ve fizyolojik reaksiyonlar1 daha iyi

gbzlemleyebilmek adina dental pulpadan izole edilen primer hiicre kiiltiirii kullanilmistir.

Dental pulpadan elde edilen kok hiicreler, ortodontik amach ¢ekilen premolar
disler, gomiilii t¢linct biiyiik az1 disleri, siiperniimerer disler ve siit dislerinden izole
edilebilmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, hiicresel agidan zengin olmasi, ¢ogalma ve
farklilasma kapasitelerinin yiiksek olmasi, agizda en son gelisim gosteren dis olmas1 ve
gomiik halde bulunup agiz ortamiyla kontamine olmamasi nedeniyle kok hiicre kaynagi
olarak siklikla gomiilii 3. biiyiik az1 disleri kullanilmigtir (53,58,170,171). Bu ¢alismada
dental pulpa kok hiicre kaynagi olarak, elde edilebilirligi kolay olan tibbi atik olarak
goriiliip etik sorunlar teskil etmeyen ve agiz ortamiyla iligkili olmayan 3. biiyiik az1 disleri
kullanilmigtir. Cekime bagli kirik, gatlak, travma, termal vb. sebeplerden etkilenmemesi
adina yumusak doku retansiyonlu goémiilii ii¢lincii bilyiik az1 disleri ¢alismamiza dahil

edilmistir.

Dental pulpa kok hiicreleri, pulpa hiicrelerinin sadece %5’ini olusturur ve ilk
olarak Gronthos ve ark. tarafindan 2000 yilinda izole edilmistir (53). 2004 yilinda
yayimlanmis bir doktora tez ¢alismasinda, Kiziltan ve Seymen isimli arastirmacilar dental
pulpadan fibroblastlar1 izole ettiklerini bildirmislerdir (172). Farklilasmamis
fibroblastlar, daha modern bir terim olan kdk hiicreler olarak ifade edilmektedir (22).
Izole edilen DPSC’lerin Kalitesi, &ncelikli olarak rejeneratif potansiyellerini
etkilemektedir. Ugiincii biiyiik azilarmn ekstraksiyonu sonrasinda, yumusak pulpa
dokusunun mekanik olarak parcalara ayrilmasi, enzimatik ayrisma, tagima ortami,
kiilltiirleme yontemi ve dogru karakterizasyon, DPSC’lerin izolasyonunda onemli

asamalardir (170). Daha oOnce yapilan bir ¢alismada, dislerin fosfat tamponlu salin
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cozeltisi (PBS) igerisinde, + 4 °C’de bes giline kadar canliligini siirdiirebildigi ancak
canliligin 24 saatlik depolamadan sonra 6nemli Glgiide azaldigi belirtilmistir (173). Bu
bilgiler dogrultusunda, hiicre canlilig1r i¢in, dislerden dental pulpa kok hiicre
izolasyonunun hemen yapilmasi1 gerektigi anlasilmaktadir. Bu nedenle bu caligmada
kullanilan gémiilii Giglincii biiyiik az1 dislerin ekstraksiyonundan sonra laboratuvara PBS
icerisinde, dental pulpanin vitalitesini kaybetmemesi adina, 2 saat icerisinde

ulastirilmastir.

DPSC’lerin izolasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda;
enzimatik sindirim ve hiicre kiiltiir kaplarina yerlestirilen doku eksplantlari yer
almaktadir. Enzimatik sinirimde, kollajenaz tip | ve I, dispaz, tripsin ve aktaz gibi
enzimler kullanilarak, tek hiicreli siispansiyonlar hazirlanmaktadir (53,174,175). Diger
yontemde ise, pulpanin 1-2 mm¥lik fragmanlar1 dogrudan hiicre kiiltiir kaplarma
yerlestirilmektedir (170). iki yéntemin karsilastirildig1 calismalarda, enzimatik sindirim
yonteminde, DPSC’lerin daha yiiksek proliferasyon ve farklilagsma gosterdigi bununla
birlikte karakterizasyon markerlarini daha iyi eksprese ettigi belirtilmektedir (176,177) .
Buna karsilik Hilkens ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, iki yontem karsilagtirilmis
ve hiicre yiizey belirteci ekspresyonu ve farklilasma potansiyelinde anlamli bir farklilik
bulunamamistir (178) . Bu doktora tez calismasinda, DPSC’lerin izolasyonu ve
tanimlanmast Gronthos ve arkadaslarinin 2000 yilinda bildirdigi sekilde enzimatik

ayrigma yontemi kullanilarak yapilmustir (53).

Bu aragtirmada, direkt ve indirekt pulpa kuafaj tedavilerinde kullanilan piyasa
isimleri Dycal (Dentsply Sirona, ABD), NuSmile NeoPutty MTA 0.65 gram Starter Kit
(NuSmile, Houston, TX, ABD), TheraCal LC (Bisco Inc, Schamburg,IL, ABD) ve
Harvard BioCal®-CAP (Harvard, Hoppegarten, Almanya) olan materyaller
incelenmistir. Harvard BioCal-Cap, yeni bir kuafaj materyali olup literatiirde dental pulpa
kok hiicreler iizerinde sitotoksisite, biyouyumluluk ve gen ekspresyonunun
degerlendirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Harvard BioCal-Cap ve
TheraCal LC’nin organik bilesimlerinin karsilagtirildigi bir calismada, termogravimetrik
analiz sonucu elde edilen sonuglara gore, Harvard BioCal-Cap’in i¢eriginde ugucu bilesik
bulunmadigr ve TheraCal LC’ ye kiyasla daha direngli oldugu rapor edilmistir. Gaz
kromatografisi ve Kkiitle spektrometresi sonuglarina gore, Harvard BioCal-Cap’te

reaksiyona girmemis HEMA monomerlerine rastlanilmamistir. Yine ayni analiz
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sonucunda TheraCal LC ekstraktlarinda ise reaksiyona girmemis kamforokinon
(fotobaslatici) oldugu saptanmistir (179). Bu olumlu sonuglar dogrultusunda, klinik
kullanimda yerini alabilmesi i¢in Harvard BioCal-Cap kuafaj materyali hakkinda, daha
fazla in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiya¢ oldugu, buna bagli olarak da bu doktora tez

calismasinin literatiire katki saglayacag diistiniilmektedir.

Calismamizda kullanilan materyallerden NeoPutty MTA, yeni bir pulpa kuafaj
materyali olup toz/likit karisim tdriinii olan MTA’larin aksine macun formunda
bulunmaktadir. Toz/likit karisiminin sertlesme reaksiyonu iizerindeki etkisini azaltmak
ve klinik uygulamalart kolaylastirmak adina geleneksel toz/likit simanlara alternatif
olarak gelistirilmistir. NeoPutty {ireticisi olan NuSmile (NuSmile, Houston, TX, ABD),
toz/likit formunda olan materyallerin kapaklar1 agildiktan sonra atmosferik neme maruz
kalmalar1 durumunda raf dmiirlerinin kisaldigini belirtmektedir. Ancak, NeoPutty MTA
tirtinii ile bu sorunun elimine edildigini belirtmislerdir. NeoPutty MTA nin su igermeyen
organik bir sivi ile formiile edildigi ve klinik uygulamada dentin tiibiilleri, pulpa ve
apikalden gelen nem ile sertlestigi belirtilmistir. In vivo nem varliginda, sertlesme zamani
37 9C’de yaklasik 4 saat olarak bildirilmistir (180). Literatiirde NeoPutty MTA ile ilgili
siirl calisma bulunmakta olup yapilan bir ¢alismada NeoPutty 'nin, EndoSequence BC
macununa gore biyouyumlulugunun daha iyi oldugu ve raf émriiniin daha uzun oldugu
rapor edilmistir (181). Neo Putty MTA’da renklenme probleminin &niine gegilmesi adina,
radyoopaklastirici ajan olarak bizmut oksit yerine tantalyum oksit (Ta20s) kullanilmigtir
(182). Yeni bir materyal olan NeoPutty MTA’nin, sitotoksisite ve biyouyumluluk
degerlerinin, gelecek calismalar adina literatiire katki yapacagi diisiiniildiigli i¢cin bu

caligmada arastirma grubuna dahil edilmistir.

Materyallerin hiicre kiiltiiriine yerlestirilmesinden once, ¢alismada gruplar arasi
farkliliklarin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi ve belli bir standardizasyonu
saglamasi i¢in farkli boyutlarda kaliplar kullanilmaktadir. Bu ¢alismada steril teflon disk
kullanilirken ¢ap1 6 mm derinligi 2 mm olarak belirlenmistir. Rodrigues-Lozana ve ark.,
capt Smm derinligi 2mm’lik silindirik kaucuk kalip, Bortoluzzi ve ark., ¢capi Smm
derinligi 3mm teflon kalip tercih ederken Wildbiller ve ark., calismamizla benzer sekilde

6mm ¢apinda 2 mm derinliginde teflon kalip kullanmislardir (183-185).

Dental materyallerin hiicre kiiltiirii ile temasi, direkt veya indirekt olabilmektedir.

Direkt temas yontemi ile materyal veya materyalin ekstrakt salinim sivilar1 temas halinde
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iken indirekt yontemde materyal ile hiicreler arasinda agar, filtre membran veya dentin
bariyer gibi sistemler bulunmaktadir. Saw ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, kompozitlerin L-929 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksisiteleri MTT canlilik
analizi ile degerlendirilmis, ekstraksiyon temas testi, direkt temas testi ve indirekt temas
testinin hassasiyeti karsilagtirllmistir. Elde edilen sonucglara gore ekstraksiyon temas
testinin en hassas yontem oldugu belirtilmistir (186). Ek olarak, ekstraksiyon temas testi
i¢in ISO standartlarina gore, hiicrelerin 37°C sicaklik ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
ekstrakt salimim sivilari ile temas etmesi gerektigi belirtilmektedir (187). Diger bir
yaklagima gore Gandolfi ve arkadaslari, materyallerin hiicreler {izerine direkt temas
yontemi ile uygulanmasinin in vivo ortami tam olarak yansitmayacagini, viicudun
savunma mekanizmasinin g6z ardi edildigini belirtmislerdir (15,95). Bunun yani sira Cao
ve arkadagslari, agar, filtre membran ve dentin bariyer sisteminin kullanilmadigi hiicre
kiiltiri direkt temas test yonteminde, hiicre ile materyal temasinin in vivo sartlara yakin
sonuglar olusturacagini bildirmislerdir (188). Bu ¢alismada ekstraksiyon test yontemi ile
materyallerin salinim sivilarinin  elde edilmesi asamasinda sterilizasyon filtreleri
(0.22’lik) kullanilmistir. Boylece hem kontaminasyon riskinin en aza indirilmesi hem de
materyal ekstraktindan uzakta kalan hiicrelerin daha dogru ve homojen sonuglarla

incelenebilmesi amaglanmistir (188).

Multipotent kok hiicrelerin tanimlanmast ve diger hiicrelerden farklilarinin
belirtilebilmesi adina 2006 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) iig¢
minimal kriter yaymnlamigtir. Bu kriterler arasinda; mezenkimal kok hiicrelerin
farklilasma yetenekleri, plastisite (kiiltiir kabina yapisma) ve spesifik ylizey antijenleri
eksprese edebilme 6zellikleri yer almaktadir. Hematopoetik kok hiicreler ile mezenkimal
kok hiicrelerin ayirt edilmesi agisindan spesifik yiizey antijenlerinin ekspresyonu ile
karakterizasyonu yapilabilmektedir. Flow sitometrik analizler mezenkimal kok

hiicrelerin fenotipik karakteristiklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir (47,68).

Literatiirde flow sitometri kullanilarak dental pulpa koék hiicreleri (DPSC)
tizerinde kok hiicre marker karakterizasyonun incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Yapilan bu c¢alismalarda, dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin pozitif yiizey
antijenleri CD90, CD73 ve CD105'e olarak belirlenirken, hematopoetik kok hiicrelerin
marker1 olan ve negatif yilizey antijeni olarak belirtilen CD44, CD45, CD14 ve CD34'i

tasimadiklar1 rapor edilmistir. Bu sonuglar Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi
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(ISCT)’ne gore, multipotent mezenkimal kok hiicreleri tanimlama ve karakterizasyon
analizine yonelik minimal kriterleri karsilamaktadir (47,189,190) . Bu arastirmada
yumusak doku retansiyonlu, tam gomiilii, ¢ekime bagli kirik, ¢atlak veya herhangi bir
termal hasar bulunmayan figiincii biiyiik az1 dislerinden izole edilen dental pulpa
mezenkimal kok hiicreleri kullanilmistir. Izole edilen bu hiicrelerin flow sitometri
analizi sonucunda, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD90, CD73, CD44, CD105,
CD146 ve CD29 yiizey isaretlerini gdsterirken, hematopoetik kok hiicre belirteci olan
CD34, CD45, CD14 ve CD31 yiizey isaretlerini géstermedigi belirlenmistir.

Dental kuafaj materyallerinin  sitotoksisite ve biyouyumlulugunun
degerlendirilmesinde bircok test ve ydntem kullanilmaktadir. Hiicre canliliginin
olgiildiighi calismalarda en sik, canli hiicrelerin metabolik aktivitesi, enzim aktivitesi
ve canli hiicrelerin sayisiyla orantili olarak olusturdugu sinyalizasyon mekanizmasina
bakilmaktadir. Bu sinyalizasyonlar sonucunda tetrazolyum indirgemesi, resazurin
indirgemesi ve proteaz aktivasyonu gerceklesmektedir. Siklikla kullanilan bagka bir
test yontemi ise ATP miktarimin canli hiicre sayisiyla dogru orantili olarak
kaydedildigi luminojenik ATP tahlilidir. ATP tahlili en hizli ve hassas yontem
olmasina karsin tetrazolyum indirgeme analizleri, uygun verimlilikte daha ucuz bir
alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tetrazolyum indirgeme deneylerinde en sik
kullanilan yontemler arasinda hiicrelere niifuz etmeyen MTS (5- (3-
karboksimetoksifenil) -2- (4,5-dimetil-tiyazol) -3- (4-stilfofenil) tetrazolyum), XTT
(2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid), WST-1(2-
(2-metoksi-4- nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H) ve canli hiicrelere
niifuz eden MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir) testi
yer almaktadir (128).

Yaygin olarak kullanilan birinci nesil tetrazolyum tiirevi olan MTT,
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan suda ¢o6ziinmeyen formazana indirgenir ve
bu nedenle viicutta sitozolik kritaller birikmektedir. Formazan {iriiniin sprektrometrik
Olclimiinde, hiicre parcalanmasi ve sitozolik kristallerin gece boyu c¢dzlinmesi
gerekmektedir. Sitozolik kristaller kiiciik miktarda olsa bile sitotoksik etkilidir.
Galluzzi ve arkadaslar1 bu sebeple MTT testinin, u¢ nokta degerlerin belirlenmesinde
kullanilabilecegini belirtmistir. MTT’ nin aksine ikinci nesil tetrazolyum testleri,

kiltiir slipernatantinda serbestge yayilabilen, toksik olmayan, suda ¢dziinen ve hiicre
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zarindan gecebilen liriinlere metabolize edilmektedir. Galluzzi ve arkadaglari, MTS
ve WST-1’'nin kiltir ortamindaki canliligt MTT kadar olumsuz etkilemedigini,
dolayisiyla tekrar eden deneylere ve/veya ger¢cek zamanli belirteglerle uyumlu
oldugunu bildirmislerdir (191).

Canli hiicreler, MTS igerisindeki formazani kiiltiir ortaminda ¢6ziintir hale
indirgedigi i¢in MTS testinde suda ¢6zme prosediirii ortadan kalkmistir ve MTT ye
gore uygulama prosediirii daha kolaydir. Canella ve arkadaslar1 yaptiklari arastirmada
hiicre canlilik testi olarak, diisiik maaliyeti, dogrulugu, hizli ve tekrarlanabilir olmasi
ve kullanim hassasiyeti nedeniyle MTS yontemini tercih etmislerdir (192). Bir¢ok
arastirmaci tarafindan da kullanilan ve desteklenen MTS test yontemi ile elde edilen
verilerin karsilastirilabilmesi miimkiindiir. Bu ¢alismada 6l¢iim kolayligi, dogrulugu,
hizli ve tekrarlanabilir olmasi1 nedeniyle 1., 3., 5., 7., ve 14.giinlerin hiicre canlilig

bulgularinin karsilastirildigt MTS yontemi tercih edilmistir.

Kiiden ve arkadaslari, WST-1 testi ile 1., 3.ve 7.giinlerdeki MTA Angelus,
TheraCal LC ve TheraCal PT hiicre canlilik degerlerini karsilastirmislar ve TheraCal
LC ve TheraCal PT’nin MTA’ya gore daha sitotoksik etkili oldugunu rapor
etmislerdir. Ancak MTA Angelus’un da hiicre canlilig1 degerlerinin kontrol grubuna
gore yar1 yartya azaldigini bildirmislerdir. Bu sonucun baglangi¢ ortaminda gézlenen
yiiksek alkalin pH’tan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (193). Bortoluzzi ve ark.,
piyasaya sliriilen rezin esasli kalsiyum silikat simanlarin, baglangi¢ ortaminda yiiksek
alkalitelerinden dolay1 sitotoksik olabilecegini belirten ¢aligmalari ile bu hipotezi
desteklemektedir (185). Yapilan bu ¢alismada, klinik kullanimda yerini yeni alan
NeoPutty MTA, rezin esasli materyal olarak TheraCal LC ve yeni piyasaya siriilmiis
rezin esaslt MTA iceren Harvard BioCal-Cap’in MTS test metoduyla 1., 3., 5., 7. ve
14. giinler hiicre canliligina bakilmistir. 1.glin sonunda NeoPutty MTA, TheraCal LC
ve Harvard BioCal-Cap’in  hiicre canliligi, negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli derecede yliksek bulunmus, diger giinlerde ise aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bu ¢aligmada yer alan macun
formundaki NeoPutty MTA nin ortamdaki nemi kullanarak sertlesme reaksiyonunu
gergeklestirmesi, Kiiden ve arkadaslarinin yaptigi calismada kullanilan MTA Angelus
ile NeoPutty MTA’nin hiicre kiltiirii ortaminda aralarindaki fark: yaratan neden gibi

goriinmektedir.
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Literatiirde yeni bir materyal olan TheraCal PT’nin sitotoksisitesini
degerlendiren iki ayr1 ¢alismada TheraCal PT’nin, onciisii oldugu TheraCal LC ile
kiyaslandiginda, hDPSC’ler iizerindeki in vitro biyouyumlulugunun pozitif yonde
gelistigini bildirmislerdir. Bu calismalarda, MTT yontemi kullanilarak 24, 48 ve
72.saatlerdeki hiicre canliligi degerlendirilmistir. Yapilan bu iki ¢alismada, TheraCal
LC’nin tiim konsantrasyon oranlarinda, hDPSC canliligin1 olumsuz etkiledigi,
TheraCal PT’de ise bu etkinin daha diisiik oldugu ve konsantrasyon oranlarinin
etkisinin olmadig1 ortaya konmustur (184,194). Bu doktora tez ¢alismasinda MTS test
yontemi tercih edilmis olup 1. 3. 5.7. ve 14.giin hiicre canlilig1 degerleri karsilagtirilmigtir.
Bu c¢alismada kullanilan kuafaj materyalleri i¢in farkli konsantrasyon oranlari tercih
edilmemis olmasi, Sanz ve Rodriguez-Lozano’nun yaptiklar1 ¢alismalardaki farkli
konsantrasyon oranlarinin hiicre canlilig1 iizerine herhangi bir farklilik olusturmadigi
sonucunu desteklemektedir. Yapilan bu iki ayri calismanin aksine bu arastirmada
TheraCal LC, negatif kontrol grubuna gore 1.giin sonunda anlamli derecede yiiksek hiicre
canliligr gostermistir (184,194). Mevcut literatiir 1s18inda, MTS nin kiiltiir ortaminda,
MTT kadar hiicre canliligin1 olumsuz etkilemedigi ve ger¢ek zaman belirteglerine daha
hassas bir test yontemi olarak goriilmesi farki yaratan neden olarak diistiniilmektedir

(191).

2022 yilinda Lozano ve arkadagslarinin yaptig1 bir ¢alismada, NeoPutty MTA,
NeoMTA Plus ve MTA Angelus’un dental pulpa kok hiicreler iizerindeki 24, 48 ve
72. saatlerdeki sitotoksisite degerlerine bakilmis ve 1:1, 1:2, vel:4.’lik ¢ farkli
konsantrasyonu karsilastirtlmistir. MTT hiicre canliligr testinin kullanildigi bu
calismada 3.giin sonunda, seyreltilmemis (1:1) NeoPutty MTA materyali ile muamele
edilmis hiicrelerde hafif bir diisiis gozlenirken, 1:2 ve 1:4’liik diliiasyonlu bu ii¢
materyalin, 24, 48 ve 72. saat sonunda kontrol grubu ile benzer bir sito-uyumluluk
gosterdigi rapor edilmistir (195). Bu doktora tezinde diger ¢alismadan farkli olarak
yeni bir MTA iiriinii olarak piyasaya siiriilen NeoPutty MTA’nin MTS testi analiz
sonuglarinda 1.3.5.7. vel4.giin hiicre canlilig1 sitotoksisite degerlerine bakilmis ve
konsantrasyon farkliliklar1 elimine edilmistir. 1.giin sonunda NeoPutty MTA’ ’nin
MTS testinde hiicre canlilifi, negatif kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulunmus ve 3.glin sonunda hiicre canliliginda diistis gézlenmistir. Negatif kontrol
grubuile 3. 5. 7.ve 14.giin sonu degerleri karsilastirildiginda ise aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunamamaistir. Bu ¢alismanin bulgulari, Lozano ve ark.,
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hDPSC’ler lizerinde NeoPutty MTA ve NeoMTA Plus’in altin standart olarak kabul
edilen MTA Angelus’a benzer biyouyumluluk gdsterdigini rapor eden c¢alismanin
bulgularini destekler niteliktedir. Literatiirde, NeoPutty MTA’nin biyolojik 6zelliklerine
iliskin bilimsel c¢alismalar yetersiz kalmaktadir. 2021 yilinda Sun ve arkadaslari
tarafindan yapilmis olan bir diger calismada NeoPutty MTA ve EndoSequence BC RRM
Putty (ES Putty) kuafaj materyallerinin 3. giin sonundaki MTT hiicre canlilik degerlerine
bakilmistir ve NeoPutty MTA ’nin hem periodontal kok hiicreler iizerinde hem de dental
pulpa kok hiicreleri tizerinde, EndoSequence BC-RRM Putty’e kiyasla daha az sitotoksik
etki gosterdigi ve EndoSequence Putty’e gore daha biyouyumlu oldugunu rapor edilmistir
(196).

Toksik bilesikler icerisinde yer alan ve kuafaj materyallerine radyo-opak 6zellik
kazandiran tantalyum oksitin hiicreler tizerinde kiimiilatif etki yapabilecegi bildirilmistir
(197,198). Bu doktora tez galismasinin MTS sonuglarina gore, hiicre canliliginin
3.glinden sonra NeoPutty MTA deney grubu igin istatistiksel olarak azalmaya

baslamas1 mevcut literatiirler 15181nda anlamli olmaktadir.

Kim ve arkadaslarinin, ¢esitli pulpa kuafaj materyallerinden ProRoot MTA,
TheraCal LC, Biodentin ve Dycal’in dental pulpa kok hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite ve biyouyumlulugu degerlendirildigi calismada 1., 2., 3. ve 5.glinlerde
MTT testi ile hiicre canliligina bakilmistir. Hiicre canliligi ve migrasyonu agisindan
ProRoot MTA, Biodentin ve kontrol grubu arasinda oOnemli olgiide farklilik
gozlenmezken, TheraCal LC’nin kontrol grubuna gore 2-4.giinler arasi hiicre
migrasyonunun daha yavas oldugu belirtilmistir. Dycal (Dentsply) grubunda ise hiicre
migrasyonun olmadigi rapor edilmis (197). Bununla birlikte Dycal deney grubunun
sonuglar1 ile benzer olan bu calismada, kullanilan kuafaj materyallerinden Dycal,
kalsiyum silikat esasli materyallerden yeni piyasaya siiriilen rezin esaslit MTA iceren
Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC kullanilmistir. MTS testi ile yapilan hiicre
canlilig1 analizi 1.3.5. ve 7.giin sonuglarinda, negatif kontrol grubuna gore Dycal
deney grubu cok diisiik bir hiicre canlilig1 gosterirken pozitif kontrol grubu ile benzer
sonuglar bulunmustur. Kalsiyum hidroksit igerikli Dycal materyalinin baslangi¢
reaksiyonunda, ortama yayilan hidroksil iyonlar1 nedeniyle ortam pH’1 yaklasik olarak
12’ ye kadar yiikseltmektedir. Ote yandan yiikselen pH ile pulpa dokusunda yiizeyel

nekroz olusmakta ve sonrasinda mineralizasyon mekanizmas: ile onarim
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gergeklesmektedir (199). Dycal materyalinin 1.3.5.7. giinlerde negatif kontrol
grubuna gore oldukca diisiik ve sitotoksik olmasi bu veriler 1s1ginda anlamlhi

olmaktadir.

Bu arastirmada TheraCal LC ve Harvard BioCal-Cap’in hiicre canliligi 1. ve
3. glinlerde kontrol grubuna gore yiliksek bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda,
TheraCal LC’nin sitotoksisitesinin pulpa dokusu ile temas ettikten sonra polimerize
olmayan, Bis-GMA HEMA, TEDGMA ve UDMA gibi bilesiklerin artik
monomerlerinden kaynaklandigi bahsedilmektedir (105,200-202). Bunun birlikte,
TheraCal LC’nin giivenlik veri sayfasinda Bis-GMA’nin bir bilesik olarak
listelenmedigi goriilmektedir. Nilsen ve arkadaslarinin yaptiklari bir g¢alismada
tedarik¢i tarafindan saglanan giivenlik bilgi formunda (2011 yilinda yayinlanmis
form) listelenmis olmasina ragmen TheraCal LC’nin UPLC-MS (kiitle
spektrometresi) analizinde Bis-GMA 'nin tespit edilmedigi rapor edilmistir (203,204).
Ayn1 sekilde Nilsen ve arkadaslarinin, TheraCal LC’nin organik bilesimini ve
eliiatlarinin giivenlik veri sayfalariyla iliskili olarak arastirdiklar1 ¢caligmada, bu veri
sayfasinda beyan edilmeyen birkag reaktif ve organik madde igerigine rastladiklarini
bu malzemelerin kullanimi i¢in daha ileri in vitro ve in vivo ¢aligmalara ihtiyag oldugu
belirtilmektedir. TheraCal LC ile ilgili yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda test edilen
numunelerde farkli bir bilesime sahip materyal kullanilmig olabilecegi
disiiniilmektedir. (203). Bu ¢alismada kullanilan kalsiyum silikat esasli bir materyal
olan TheraCal LC ve piyasaya yeni siiriilen rezin esasli MTA igeren Harvard BioCal-
Cap’in MTS testi kontrol grubu sonuclarina gore, 1. ve 3. giinlerde hiicre canliligi
tizerine sitotoksisite gostermemistir. Mevcut literatiir 1s1ginda bu ¢alismanin bulgulari

Nilsen ve arkadaslarinin yaptiklarini ¢alismanin raporlarini desteklemektedir.

Yeni pulpa kuafaj materyallerin biri olan Harvard BioCal-Cap ile ilgili
literatiirde yayinlanmis yeterli bilgi bulunmamaktadir. Literatiir taramalar1 yapilirken
Harvard BioCal-Cap ile ilgili sadece bir doktora tezine rastlanilmistir. 2022 yilinda
yayinlanan tez ¢alismasinda, Harvard BioCal-Cap, MTA, Biodentin, SRD ve Fuji
II’nin insan dis eti fibroblastlar1 iizerinde 1.3. ve 7.giin canlilik degerlerine bakilmigtir
(205). Harvard BioCal-Cap’in hiicre canliligi {izerine olan etkisinin ve
biyouyumlulugun diger gruplardan daha iyi oldugu belirtilmistir ve kaydedilen

sonuglar bu c¢aligmanin bulgular ile benzerlik goéstermektedir. Calismamizda
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kullanilan Harvard BioCal-Cap ile TheraCal LC’in MTS hiicre canliligi analiz
bulgular1 benzer sito-uyumluluk gostermektedir. Eliagitk ve Seymen isimli
aragtirmacilarin 2021 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, rezin icerikli materyallerin
tiretici firma Onerileri dogrultusunda uygulandiginda pulpa dokusu {izerinde olumsuz
etki gostermeyecekleri, ancak yapilarinda bulunan monomerlerin polimerlere
doniisimii  saglanamadiginda, salinacak monomerlerin pulpa dokusu iizerinde
sitotoksik etkileri olacagi belirtilmistir (206). Ayni sekilde literatiirde yayinlanan
baska bir ¢alismada, polimerizasyon sonrasi TheraCal LC ile yapilan pulpa kuafaj
tedavisinin, arttk monomerler nedeniyle basarisinin diisiik olabilecegi bildirilmistir
(207). Desislava ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, Harvard
BioCal-Cap ve TheraCal LC’nin organik bilesimleri aragtirilmigtir. Her iki materyalin
gaz kromatografisi ve kiitle spektrometrisi analizi sonucunda herhangi bir serbest
monomer bulanamamis, bunun olast bir nedeni olarak gaz fazina gegemeyen
prepolimerin olabilecegi varsayimi yapilmistir. TheraCal LC’nin
kromatogramlarinda, kamforokinon (foto baslatici) disinda herhangi bir monomere ve
her iki materyalde de Bis-GMA ’ya rastlanilmamis, Nilsen ve ark. 2017’de yaptiklari
bir c¢alismanin bulgularim1 da destekledigi belirtilmistir (179,203). Yeni kuafaj
materyali Harvard BioCal-Cap’te ise ne HEMA ne de baska bir arttk monomere
rastlanilmamigtir  (179). Bu sonuglara gore c¢alismamizda kullanilan kuafaj
materyallerinden Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC’nin, sitotoksisite ve
biyouyumlulugun kabul edilebilir oldugu, bahsedilen ¢aligmalarla benzer sonuclar

gosterdigi diisiiniilmektedir.

2015 yilinda Saberi ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada, Biodentin, MTA,
CEM ve Oktakalsiyum fosfat materyalinin apikal papilla kok hiicreleri lizerindeki 24,
48 ve 168. saatlik hiicre canliligini, MTT analizi ile degerlendirmisler ve en az
sitotoksik etki gosteren materyalin CEM oldugunu rapor etmislerdir. Ayni ¢aligsmada
in vitro ortamda, hiicre canlilig1 testlerinin daha iyi analizi i¢in ¢aligma siirelerinin
168 saate ¢ikarilmasinin etkili olabilecegi goriisli savunulmaktadir. ISO standartlarina
gore hiicre canliligi testleri 24, 48 ve 72 saat sonunda degerlendirilebilmektedir (208).
Bu calismada materyallerin uzun donem toksik etkilerini de inceleyebilmek igin 7.giin
(168. saat) hiicre canlilifi MTS analizinden sonra 14. giin MTS analizi de yapilmistir. 7.
giin ile 14.giin karsilastirildiginda Harvard BioCal, TheraCal LC ve Neo Putty MTA’da

hiicre canlilig1 azalirken Dycal’in hiicre canliliginda artis gozlenmistir. Buna ek olarak
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14.glin MTS analiz sonuglarina gére Harvard BioCal, Neo Putty MTA, TheraCal LC
ve Dycal kuafaj materyalleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadigi goriilmiistiir. Hiicresel adezyonun daha iyi olmasi i¢in inkiibasyon
siiresinin uzatilmasinin avantaj saglayabilecegini bildiren baz1 c¢alismalar
bulunmaktadir (209,210). Camilleri ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, beyaz ve
gri MTA’nin 24 saatlik inkiibasyon periyodunun ardindan 28 giinliik inkiibasyonun
sonunda biyouyumluluk degerlerinde diisiis oldugunu bildirirken bu sonuglarin, bu
calismadaki Harvard BioCal, TheraCal LC ve Neo Putty MTA nin 14.giin MTS hiicre
canlilik degerlerindeki azalma ile uyumlu oldugu, inkiibasyon siiresinin artmasiyla

hiicre canliliginin ve adezyonun artmadig goriilmektedir (211).

Kolada ve arkadaslari, hiicre canliligini belirleyen yontemlerden ISO’yu
referans olarak MTT test metodunu kullanirken, Cannella ve arkadaslar1 hizli, ucuz
ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle MTS test metodunu tercih etmislerdir (192,212).
Bununla birlikte, MTT ve MTS gibi test yontemlerinde, mikro-gevre kosullarina karsi
canli hiicre say1si tayininde duyarlilik azabilmekte ve hiicresel metabolizmanin énemli
6l¢iide azaldig1 apoptoz asamasi, hiicre 6liimii olarak kaydedilebilmektedir (213,214).
Bu yontemlere benzer flow sitometri cihazinin ise diger metotlara gére daha hizli
olmasi, daha hassas sonucglar vermesi ve daha giivenilir olmasi ile hiicre canliliginin

degerlendirilmesinde tercih edilen yontemlerdendir (215).

Hiicrede heniiz niikleer farklilagmalarinin goriilmedigi, hiicre membraninda
erken donem degisikliklerinin oldugu sirada gerceklesen apoptozis flow sitometri ile
Olgiilebilmektedir. Apoptozis olayr basladiginda hiicre membraninin i¢ kisminda
bulunan fosfotidilserin hiicre membraninin dis ylizeyine yerlesmektedir. Flow
sitometride kullanilan Annexin V, fosfotilserine baglanmakta ve hiicrelerde apoptoz
tayini i¢in kullanilmaktadir. Nekroz-canli hiicre ayrimi igin ise hiicreler es zamanli
olarak propidyum iyodiir boyasi ile boyanarak sonuglar daha giivenilir hale
gelmektedir (216,217). Bu c¢alismada hiicre canliligimi tayin eden MTS canlilik
analizinin yani sira daha hassas sonuglar elde edilen, erken donem degisikliklerinin
de kaydedildigi flow sitometri yontemi uygulanmis ve Annexin V/propidyum iyodiir

kullanilarak apoptoz/nekroz tayini yapilmstir.

Dou ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklari aragtirmada, Dycal (Dentsply),
Pro-Root MTA, iRoot BP, trombositten zengin fibrin (PRF) ve konsantre biiyiime
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faktorii (CGF), pulpa kuafaj materyali olarak kullanilmis ve dental pulpa kok hiicreleri
tizerinde sitotoksisitesi dl¢iilmiistiir. Tripan mavisi ile 1., 3., ve 7. giin canlilik analiz
sonuglarina gére Dycal deney grubu canlilik degerleri diger gruplara gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Ca (OH). disindaki tiim materyaller, hDPSC'ler ile iyi
bir biyouyumluluk sergilemistir (218). Kaydedilen sonuglarin bu g¢alismanin
bulgulariyla uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayni ¢alismada, bes farkli materyalin
dental pulpa kok hiicrelerindeki apoptoz iizerine etkisi, flow sitometri cihazinda
Annexin V/propidyum iyodiir (PI) boyalar1 kullanilarak 1.3. ve 7.glinler igin
degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirilan MTA, iRoot BP, PRF ve CGF,;
hiicre canliligi, hiicre 6liimii ve apoptozu 6nemli dl¢tide etkilemezken, Dycal’in dental
pulpa kok hiicreler lizerindeki sitotoksisitesinin diger materyallere gore nispeten daha
yiksek oldugu kaydedilmistir. Dycal grubunda, 6lii veya apoptotik hiicre sayisinin
onemli Ol¢lide arttigi bildirilmistir (218). Bu doktora tezinde, MTS canlilik analiz
metodun yan1 sira Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyalar1 kullanilarak yapilan
flow sitometri analizinde, 1.7. ve 14.giin canlilik, erken ve ge¢ apoptoz, nekroz hiicre
ylizdelerine bakilmistir. 1.giin sonug¢lar1 n=4 tekrar almak iizere yapilmis ve hi¢birinde
anlamli sonuglar kaydedilememistir. 7.giin sonuclarina gore 1sikla polimerize olan
rezin esasli MTA igeren Harvard BioCal-Cap grubunda diger gruplarin aksine
canlilik, erken/ge¢ apoptozdaki hiicre yilizdesinin diger gruplara gore daha yiiksek
oldugu kaydedilmis. 14.giin flow sitometri sonuglarina gére Harvard BioCal-Cap
grubunda apoptotik hiicre yiizdesi artarken NeoPutty MTA’da canlilik yiizdesi artmus,
apoptotik hiicre yiizdesi ise azalma egilimi goOstermistir. Harvard BioCal-Cap,
NeoPutty MTA ve TheraCal LC deney gruplarinin Dycal deney grubuna gére dental
pulpa kok hiicreleri iizerinde daha uyumlu bir sitotoksisite ve biyouyumluluk
gosterdigi gozlenirken Dou ve arkadaslarinin yaptiklari c¢alismanin aksine bu
caligmada, 14. giin canlilik ve apoptoz degerleri karsilastirilmis ve farkliliklar
gozlenmistir (218). Uzun donem etkilerinin incelenmesi adina inkiibasyon siiresinin
arttigt daha fazla in vitro ve in vivo caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni

materyallerin igcerdigi bilesim ve bilesiklerinin arastirilmasi gerekmektedir.
MTA’nin in vitro ortamda gosterdigi sitotoksik etkilerin, hiicrelerin materyale

verdigi yanit, hiicre tipi, c¢alisma siiresinin se¢imi, medyum degistirme sikligi,

materyalin konsantrasyonu, dogrudan veya indirekt temas gibi bircok faktore baglh

olabilecegi belirtilmektedir (86). Tsai ve arkadaslarinin 2018’de, MTA nin SHED ler
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tizerinde hiicre canliligin1 direkt ve indirekt temas yontemi ile inceledigi ¢aligmada,
WST-1 test metodu ve apoptoz tayin yontemi olarak TUNEL ve Annexin V/7-AAD
boyama yontemi kullanilarak kalitatif analizi yapilmistir. MTA nin direkt temas etkisi
ile SHED ler iizerinde canlilig1 olumsuz etkiledigi bulunmustur (219). Bu ¢alismada
ise materyalin hiicre kiltiirii ile temasinda, ekstrakt yontemi kullanilmis, flow
sitometride Annexin V/PI boyalari ile kantitatif bir analiz yapilmistir. 7. giin Annexin
V/ Pl boyama flow sitometri analiz sonuglarina gére NeoPutty MTA, Dycal ve
TheraCal LC deney gruplar1 benzerlik gosterirken Harvard BioCal-Cap deney
grubunda hiicre canliliginin yiiksek ve hiicre apoptoz diizeyinin ise diisiik oldugu
bulunmustur. 14.giin Annexin V/ PI boyama ile flow sitometri analizinde NeoPutty
MTA, TheraCal LC ve Harvard BioCal-Cap benzer canlilik ve apoptoz degerleri
gosterirken en sitotoksik materyal Dycal olarak kaydedilmistir. Saidon ve arkadaslari
yaptiklar1 bir aragtirmada, ProRoot MTA’nin yiiksek pH’inin, hiicrelerde protein
denatiirasyonuna neden oldugunu ve giin gectikce pH’in dengelenmesiyle hiicre
sitotoksisitesinin azaldigini bildirmislerdir (220). Bu ¢alismada yer alan NeoPutty
MTA’nin 7.giin hiicre apoptoz ylizdesinin 14. giinde azalmasi, Saidon ve

arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin verileriyle uyumlu sonuglar géstermektedir.

Kalsiyum hidroksit (Dycal), yiiksek pH sonucu olusan yiizey nekrozu ve
beraberinde gerceklesen pulpanin inflamatuar yaniti1 ile tamir dentini olusumunu
indiiklemektedir. MTA diizenli kalsiyum hidroksit salinimi ile, hiicresel iyilesme
siiresinde onarimin1 devam ettirmekte ve kalsiyum hidroksit kadar sitotoksik sonuglar
gostermemektedir (221,222). Bu doktora tez ¢alismasinda, 7. giin Annexin V/ PI flow
sitometri analiz sonuglarina gore Dycal %29.36, NeoPutty MTA 9%27.23, TheraCal
LC %35 ve Harvard BioCal-Cap %75.59 oranlarinda canli hiicre kaydedilirken, 14.
giin NeoPutty MTA’nin %54.53 ve Dycal’in %23.7’lik hiicre canlilig1 gostermesi
MTA’nin akut sitotoksisitesinin zamanla hiicreler tarafindan tolere edilebilir
oldugunu diisiindiirmiistiir. Yeni bir materyal olan Harvard BioCal-Cap ile ilgili
literatiirde daha once bir ¢aligma yapilmamis olmasi, verilerin karsilastirilamamast,
bilesimin tam olarak bilinmemesi, incelenen materyallerin tek bir konsantrasyon
oraninda kullanilmasi ¢aligmanin limitasyonlar1 arasinda yer almakta daha fazla in

vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Dental materyallerin biyouyumlulugu degerlendirmek i¢in in vitro ortamda,
bir¢ok hiicresel analiz metodu onerilmistir. Yontem ¢esitliligi ile bir materyalin temel
biyolojik karakterizasyonu ve altta yatan hiicresel mekanizmalarin analizine imkan
taninmaktadir. Materyal ile muamele edilmis hiicrelerin, hiicresel toksisite
(sitotoksisite) ve Oliimciill olmayan konsantrasyonlarda kalitsal DNA hasari
(genotoksisite) gibi etkileri incelenmektedir. Son zamanlarda, dental materyallerde
bulunan rezin monomerler tarafindan, hiicrelerde yiiksek seviyelerde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretilmesi, sitotoksisite, genotoksisite ve normal hiicre dongiistindeki

degisiklikler ile iliskilendirilmistir (10,223).

Camargo ve arkadaslarinin 2009’da yaptig1 bir ¢alismada, Vitrebond, kalsiyum
hidroksit (Hydro C), hint yagi, gri ve beyaz MTA, tranfekte edilmis dental pulpa kok
hiicreler (tHPCs) ile farkli diliiasyonlarda muamele edilmistir. tHPC ile bir saatlik kisa
maruziyet sonrasinda ROS {iretiminin gostergesi olan DCF floresansi olusumu
belirlenmigtir. Kalsiyum hidroksit (Hydro C)’in orijinal ekstrakti ile seyreltmis
diliiasyonu (1:2), ROS iiretiminde iki kat artisa yol agmistir. Buna karsilik, gri ve beyaz
MTA ve hint yag: ekstratlarinda artmis ROS iiretimi tespit edilememistir. Ote yandan
Vitrebond’un orijinal ekstratinda ROS {iretimi yaklasik yedi kat artmustir (222). Bu
caligmada ekstrakt yontemi kullanilirken farkli diliiasyon oranlari tercih edilmemis ve 45
dakikalik inkiibasyon siirecinin ardindan floresans okuyucuda okutulan Harvard BioCal-
Cap, NeoPutty MTA, TheraCal LC ve Dycal (Kalsiyum hidroksit)’in ROS 6l¢timleri
yapilmustir. Kontrol grubuna gore Dycal’da ROS iiretimi artarken, Harvard BioCal,
TheraCal ve Neo Putty MTA’da ROS artis1 gézlenmemistir. Diger gruplarin kontrol
grubu ile ROS iretimi arasindaki fark istatistiksel olarak yiiksek diizey anlamlilik
gosterirken (p <0.0001), NeoPutty MTA ile kontrol grubu arasinda ise istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmaktadir (p<0.01). Bu bulgular Rezende ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada MTA’ya maruz kalan makrofajlarin, ROS iiretiminde artigsa sebep olmadigin

belirten raporla uyumlu sonuglar géstermektedir (224).

Sanz ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, TheraCal LC,
TheraCal PT ve Biodentin’in dental pulpa kok hiicreler (hDPSCs) iizerinde ROS artis1
degerlendirmigtir. Test edilen materyallerin farkli diliiasyon oranlariyla muamele
edilen hDPSC’lerde hiicre i¢ci ROS saliniminda, Biodentin’in diliiasyon gruplarinin

hi¢cbirinde kontrol grubu ile onemli farkliliklar gdstermedigi rapor edilmistir.
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TheraCal LC ile muamele edilen hiicrelerde ROS artis1 yiiksekken, bu materyalin
seyreltildigi diliilasyonlarda, ROS {iretimin azaldigi gorilmistiir. TheraCal PT ile
muamele edilen hiicrelerde seyreltilmemis halde ROS artis1 bir miktar goézlenirken
seyreltilmis diliiasyonlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (194). Bu ¢alismada, TheraCal LC ve yeni bir materyal olup
rezin i¢erikli MTA iceren Harvard BioCal-Cap, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ROS iiretiminde artisa neden olmadig1 goriilmiistiir. Bu calismanin bulgular ile
uyumlu sonuglar gdsteren bir ¢alismada, Sanz ve arkadaslar1 diliiasyon oranlarinin
degismesi ve materyalin seyreltilmesiyle, ThereCal LC’nin ROS iiretiminde azalma
egilimde oldugunu belirlemislerdir. Bunun yani sira hiicre i¢i yiiksek ROS artisi,
hiicresel DNA'nin, proteinlerin, lipitlerin ve zar yapisinda bulunan proteinlerin
oksidasyonuna yol agabilir ve sonu¢ olarak hiicrelerin yapisal ve biitliinligiini
degistirebilmektedir (225). Bu nedenle, uygun kosullar altinda sergiledigi yeterli ROS
miktar1 ve rejeneratif potansiyele sahip olan hDPSC’ler ile muamele edilen Harvard
BioCal-Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA’nin vital pulpa tedavi prosediirlerinde

kullaniminin daha da desteklenecegi diistiniilmektedir.

Kullanilan kuafaj materyallerinin kok hiicreler iizerindeki osteojenik gen
ekspresyonu; doku miihendisligi ve rejeneratif tibbin ilerlemesine yardimci olan
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda olduk¢a onemlidir. Bir¢ok calisma,
pulpa kuafaj materyalleri veya pulpotomi ajanlarinin dental pulpa kok hiicreleri

tizerinde odontogenez/osteogenez ekspresyonunu arastirmistir (189,226,227).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), primer dizisi bilinen bir DNA bélgesinin
in vitro ortamda c¢ogaltilmasini saglayan ve kisa zamanda ¢ok fazla sayida DNA
kopyasini olusturan bir tekniktir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile sadece DNA
cogaltilirken RNA hedef dizisinin ¢ogaltilmast i¢in tamamlayic1 (komplementer)
deoksiriboniikleik aside (cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. Revers transkripsiyon,
MRNA’nin cDNA’ya cevrildigi ve PCR’da kullanilmak iizere yeni sentezlenen
DNA’nin ¢ogaltildigir basamaktir (228).

Pulpaya yakin derin dentin ¢iiriik lezyonu varliginda veya mekanik travmaya
bagl pulpal yaralanmalarda, pulpada inflamatuar reaksiyonlar baslayabilmektedir.
Hafif veya orta dereceli inflamasyon bulgulari, pulpa rejenerasyonu indiiklerken,

siddetli veya kronik enflamasyon, pulpada gerisi doniisiimsiiz hasara neden olabilir.
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Pulpa kuafaj materyalleri, doku inflamasyonu ve rejenerasyonu arasinda dengeyi
modiile edebilmektedir (229). Kalsiyum silikat esasli kuafaj materyali ekstraktlarinin
(TheraCal ve Biodentin) inflamasyon bulgular1 basladiginda, vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) ve IL-6 ekspresyonunu uyarmak ig¢in pulpa fibroblastlarini
indiikleyebildigi rapor edilmistir (230). Bununla birlikte bir baska calismada
TheraCal, pulpa fibroblast proliferasyonunu azaltirken, pulpa fibroblastlar1 tarafindan
sekresyonu yapilan IL-8’1 indiikledigi bildirilmistir. Pulpada yer alan fibroblastlarin
proliferasyonundaki azalma ile matriks olgunlasmasi ve mineralizasyonu arasinda
karsilikli bir iligki bulunmaktadir. Bu sonuca gore, ekstraseliiler matriksin hem
proliferasyonun azalarak yavaslamasi hem de osteoblast fenotipinin gelisimine
katkida bulundugu disiiniilmektedir (201,231).

Kemik dokusu olusumu (osteogenez), dentin dokusu rejenerasyonunda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Odontoblast ve osteoblastlar, dentin matriks proteini 1,
fibronektin, kollajen tip | (CollAl), alkalin fosfataz (ALP), osteonektin
(ON/SPARC), osteopontin, kemik sialoproteini ve osteokalsin (OCN) gibi mineralize
matriks proteinlerini eksprese etmektedir. Yapilan calismalar, dental pulpa kok
hiicrelerin, odontoblastlara farklilagmasinda yer alan biyokimyasal yollarin, kemik
dokusu mezenkimal kok hiicrelerin, osteoblastlara farklilastigi biyokimyasal yola
benzer oldugunu goéstermektedir (53,232). Bu ¢alismada, yeni ve giincel kuafaj
materyalleri ile muamele edilen insan dental pulpa kok hiicreleri (hDPSC'ler), dentin
mineralizasyonunda rol alan ve odontojenik farklilagmay1 indiikleyen proteinlerden;
ALP, OCN, SPARC (Osteonektin/ON) ve CollA (kollajen tip I)’in ekspresyon
degerleri, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) analizi ile

incelenmistir.

Alkalen fosfataz (ALP), osteoblastlarin erken olgunlasmasi sirasinda eksprese
edilen major enzimlerden biridir ve mineral birikiminde 6nemli rol oynamaktadir
(233). Bu ¢alismada kuafaj materyalleri ile muamele edilmis dental pulpa kok
hiicrelerinin ALP mRNA gen ekspresyonlarina 1., 7., ve 14. giinlerde ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) ile bakilmistir. En yiiksek ALP mRNA gen
ekspresyonu 1. giinden 14. giine kadar artan degerler ile Dycal grubunda gozlenirken,
TheraCal LC ve NeoPutty MTA gruplarinda kontrol grubuna gore 14. giin degerleri

arasinda anlamli bir artis goriilmemistir. Harvard BioCal-Cap’in ALP mRNA
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ekspresyonu {iizerine etkisi 7. giin artmigken 14. giin sonunda ¢ok diisiik oldugu
goriilmektedir. Diger gruplarda 1. giin ALP mRNA ekspresyonu, kontrol grubuna gore
disiikken, Dycal grubunun daha yiliksek kalsiyum salinimi yapmasi ve lokal pH
degerlerinde yiikselmeye neden olmasi ALP ekspresyonunu artmasimi sagladigini
diistindiirmektedir. Rodrigues ve arkadaglar1 2017°de yaptiklar1 bir ¢alismada, MTA
Angelus ve MTA Plus’in dental pulpa kok hiicreler iizerinde, BMP-2, OC ve ALP’nin
l.ve 3. giin mRNA gen ekspresyonu degerlerine RT-qPCR teknigi ile bakilmistir.
Maruziyetin 1.giiniinde ALP ekspresyonu diisiikken 3.giin artmaya baslamistir (234).
Bu calismanin sonuclarina gore; NeoPutty MTA nin ALP mRNA gen ekspresyonu
seviyesinde 1. giin azalma ve 7. giin artis1 ile Rodrigues ve ark. yaptigi ¢alismanin
bulgularin1 destekler niteliktedir. Rodrigues ve ark. yaptig1 calismada MTA Plus’in
ALP ekspresyon seviyesi, MTA Angelus’a gore daha fazla bulunmustur. Buna bagl
olarak farkli MTA marka ve tiriinlerinin de ekspresyon seviyesinde farklilik yarattigi,
yeni bir materyal olan ve hazir karistirilmis macun kivaminda bulunan NeoPutty
MTA’nin degerlendirilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugunu sonucuna

varilmistir.

Lozano ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, TheraCal LC,
TheraCal PT ve MTA Angelus’un, hDPSC’ler iizerinde 7.giin mRNA ekspresyon
degerlerine bakilmistir. TheraCal LC daha sonra RT-PCR analizi sonucunda galisma dis1
tutulmustur. Vital pulpa tedavileri i¢in kullanilan bu materyallerin, hDPSC’lerin
osteo/odontoblastik farklilagmasi tlizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmek i¢in
ALP (Alkalen fosfataz), BSP (kemik sialoprotein, Col1Al (kollajen tip | alfa I), DSPP
(Dentin sialofosfoprotein), ON (SPARC, Ostenektin) ve RUNX2 genleri bu siirecin farkli
fazlarinin belirtegleri olarak kullanilmistir. MTA Angelus tiim belirteclerde kontrol
grubuna gore ekspresyonda artis gosterirken, TheraCal PT, CollA mRNA gen
ekspresyonunda kontrol grubuna gore c¢ok disiik diizeyde ekspresyon gostermis,
Osteonektin (ON/SPARC) mRNA ekspresyon artis1 gostermemis ve kontrol grubuna
yakin sonuglar elde edilmistir (184). Lozano ve ark. ¢alismasinin aksine bu ¢alismada,
TheraCal LC’nin ALP mRNA gen ekspresyonu, kontrol grubu ile benzer sonuglar
gostermis ve PCR asamasinda calisma dis1 birakilmamistir. Yine ayni sekilde CollA ve
Osteonektin (ON/SPARC) mRNA gen ekspresyonunda TheraCal LC, kontrol grubuna
gore 1.giin azalma gozlenirken 7. ve 14. giinlerde artis gostermistir. Buna gore farkli iki

TheraCal materyalinin kullanilmasi ve Lozano ve arkadaslarinin sitotoksisite bulgularina
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bagl olarak TheraCal LC’yi ¢alismadan ¢ikartmalari, iki ¢alisma sonuglar1 arasindaki
farklilig1 olusturan nedenler arasinda sayilabilir. Ayni ¢alismada MTA Angelus tiim
belirteglerde ekspresyonu arttirirken, bu calismada kullanilan NeoPutty MTA, CollA,
ON (SPARC) ve ALP mRNA ekspresyonu, kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik
gostermemistir. Daha once literatiirde hakkinda yapilan bir ¢alisma bulunmayan, rezin
esaslt MTA olarak piyasaya siiriilen Harvard BioCal-Cap materyalinin 14.glin sonunda

ALP, ON (SPARC) ve CollA ekspresyonunu indiiklemedigi belirlenmistir.

Bortoluzzi ve arkadaslarinin 2015’te yaptig1 bir ¢alismada, hDPSC’ler ile
MTA Angelus, Biodentin ve TheraCal LC muamele edilmis ve mineralizasyon
belirteclerinden ALP ve OCN’nin mRNA ekspresyon degerleri karsilastirilmistir. ikili
karsilastirmalarda house-keeping gen olarak kabul edilen GADPH kullanilmistir. 7.
giin sonunda, MTA Angelus veya Biodentin ile muamele edilen hDPSC’ler lizerinde
OCN ekspresyonunu oOnemli oOl¢lide artirdigi belirlenmistir. MTA Angelus ve
Biodentin’in ALP gen ekspresyonunu arttirdigr bulunmus, ancak TheraCal LC
grubunun ALP ve OCN gen ekspresyonu iizerinde kontrol grubuna gore anlamli bir
farklilik olusturamadigi saptanmistir (185). Bu c¢alismada kullanilan NeoPutty
MTA’nin kontrol grubuna gore onemli Olcliide artan 7. giin OCN ekspresyon
degerlerinin incelenen ¢alismanin bulgulari ile uyumlu oldugu goériilmistiir. TheraCal
LC’nin ALP gen ekspresyonu bulgular1 7.giinde kontrol grubuna oranla diisiik
seviyelerde yer alirken 14.giin kontrol grubuna gdre anlamli bir farklilifin olmamas:
Bortoluzzi ve arkadaslarinin yaptigi caligmadaki bulgular1 desteklemektedir. Bunu
yan1 sira Bortoluzzi ve arkadaslarinin yaptiklari calismada kullanilan MTA
Angelus’un aksine bu calismada kullanilan NeoPutty MTA ALP gen ekspresyon
degerleri, kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda 7. ve 14. giinlerde anlamli bir
farklilik olusturmadigr goriilmektedir. Bu calismanin sonuglari g6z Oniinde
bulunduruldugunda, mineralizasyon olusumunu indiikleyen belirtegler iizerinde
TheraCal LC materyalinin kuafaj materyali olarak kullanildig1 pulpa dokusu lizerinde,
sert doku olusum hizini indiiklemekte yetersiz kalacagi diisiiniillmektedir. Ancak tek
bir hiicre tipini igeren hiicre kiiltiirleri, doku ve organlardaki gibi hiicre ve hiicre-
ekstraseliiler matriks etkilesimleri tarafindan iretilen parakrin ve ekzokrin
sinyalizasyonlar1 yeniden iiretememektedir. Hiicre kiiltiir ortami veya ii¢ boyutlu

kiiltiir modellerinde, hiicre davranisinin mikro-¢evresel modiilatorleri yetersiz
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kalmaktadir (235). Bu nedenle, in vitro ¢alismalarda kaydedilen bulgular in vivo
hayvan modelleriyle desteklenmelidir.

Vaskiilogenez, vaskiiler sistem ve anjiyogenez gelisimine aracilik eden siirectir.
Kan damarlariin biiyiimesi ve doku rejenerasyonunda kritik 6neme sahiptir. Cesitli
caligmalar, endodontik biyomateryallerin vaskiilarizasyon ve anjiyogenez iizerindeki
etkisini incelemis, VEGF gibi ¢esitli anjiyogenez belirteglerini arastirmistir (53,236,237).
VEGF protein ailesi hem vaskiilarizasyonu hem de anjiyogenezi kontrol etmektedir.
VEGF, mikrodamarlara yakin endotel hiicrelerinin proliferasyonu, hiicre gocii ve gen
ifade modelinin degistirildigi durumlarda uyarilmaktadir (238). Bu g¢alismada
odontojenik belirteglerin yan1 sira vaskiilogenez ve anjiyogenezde rol alan VEGF’in
mMRNA gen ekspresyonu incelenmis, pulpa kuafaj materyallerinin rejenerasyon
kapasiteleri karsilastirilmistir. Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA’da,
VEGF regiilasyonu diizenlenerek ekspresyon artisi gozlenirken, Dycal (kalsiyum
hidroksit), VEGF ekspresyonunu regiile etmemis kontrol grubuna gore anlamli derecede

diisiik kalmastir.

Youssef ve arkadaslarinin 2019°da yaptiklart bir ¢alismada, dental pulpa kok
hiicreleri MTA, Ca (OH)., Biodentin ve Emdogain ile muamele edilmistir. Osteojenik
belirtegler (alkalin fosfataz ve osteopontin), odontojenik isaretleyiciler (dentin
siyalofosfoprotein) ve anjiyojenik faktoriin (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF)) 7. ve 14.giin gen ekspresyon seviyeleri, ger¢cek zamanli PCR ile 6l¢iilmiistiir.
Mevcut ¢alismada, 7.glinde Emdogain ve Biodentin’in VEGF ekspresyonunu arttirdig,
14.giin sonunda ise MTA, Emdogain ve Biodentin’in kontrol grubuna goére VEGF
ekspresyonunu yukar1 yonde regiile ettigi bildirilmistir. Ca (OH)2, ekspresyonu yukari
regiile etmeyen tek kuafaj materyali olmustur (232). Bu ¢alismada yeni bir MTA firiinii
olarak kullanilan NeoPutty MTA ’nin gosterdigi VEGF ekspresyon degerleri, Youssef ve
arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu sonuglar gosterirken kalsiyum hidroksit igerikli
kuafaj materyali olan Dycal’in kontrol grubuna gore ekspresyonu regiile etmemesi yine
aynt c¢alismanin sonuglarin1 destekler niteliktedir. Bu doktora tezinin sonuglari
incelendiginde, Dycal’in anjiyogenez ic¢in uygun bir materyal olmadigir goriiliirken,
literatiirde daha once yer almayan NeoPutty MTA, Harvard BioCal-Cap ve TheraCal
LC’nin, VEGF ekspresyonunu indiikleyerek doku rejenerasyon kapasitesini artirdigi

diistinilmektedir.
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Materyalin biyouyumlulugu vital pulpa tedavilerinin basarisini etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. Hiicre morfolojisinde meydana gelen degisiklikler, hiicre
migrasyonu, adezyonu ve proliferasyonu, materyal biyouyumlulugunun Onemli
gostergeleri arasinda yer alirken tedavi prognozunda dnemli rol oynamaktadir (239). Bu
calismada hiicrelerin morfolojik degisimlerinin incelendigi SEM goriintiileme
sonuclarina gore Dycal materyali en sitotoksik materyal olurken hiicrelerin kiiresel
morfolojisini korudugu goriilmiistiir. TheraCal LC, Harvard BioCal-Cap ve NeoPutty
MTA ile muamele edilen DPSC’lerin igsi yapiya donistiigii ve hiicre adezyonunu
destekledigi seklinde yorumlanmaistir. Lozano ve arkadaslarinin NeoMTA Plus, NeoPutty
MTA ve MTA Angelus’un DPSC’ler iizerindeki sitotoksisite ve biyouyumluklarini
karsilastirdiklar bir calismada, {i¢ farkli materyalin de hiicre migrasyonu ve adezyonunu
gerceklestirdigi  bildirilmistir (195). Yapilan baska bir c¢alismada, TheraCal PT,
TheraCal LC ve MTA Angelus’un DPSC’ler iizerindeki morfolojik degisimleri SEM
gorlintiileme ile analiz edilmistir. TheraCal LC numunelerinde hiicre 6limiini
kanitlayan hiicre kalintilarina rastlanirken TheraCal PT’de hiicrelerin yassilasip
uzamaya basladigi goriilmistir. MTA Angelus numunelerinde ise hiicrelerin igsi
yapiya doniismeye basladigi seklinde yorumlanmistir (184). Bununla birlikte, bu
testlerden elde edilen sonuclarin istatistiksel olmayan, tanimlayici morfolojik
gozlemler oldugu ve sonug¢ olarak arastirmacilarin yorumuna birakildigi g6z ardi

edilmemelidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Cocuk dis hekimliginde kullanilan pulpa kuafaj materyallerinin dental pulpa
kok hiicreleri (hDPSCs) iizerindeki in vitro osteojenik, odontojenik ve anjiyojenik
etkilerinin degerlendirildigi, bununla birlikte sitotoksisite ve biyouyumluluklarini

karsilastirildigi bu calismada su sonuglar elde edilmistir.

1) MTS testi kullanilarak degerlendirilen hiicre canliligi sonuglarina gore;
l.giin sonunda NeoPutty MTA, TheraCal LC ve Harvard BioCal-Cap’in hiicre
canliligi, negatif kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda anlamli derecede
yiksek bulunmus, diger giinlerde ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Dycal materyalinin 1., 3., 5., 7. giinlerde negatif kontrol grubuna gore
hiicre canlilig1 degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmistiir. 14. giin hiicre canlilif1
degerleri karsilastirildiginda ise 4 farkli kuafaj materyali arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunamamastir.

2) in vitro MTS testi hiicre canlilig1 7. giine kadar olan sonuglar incelendiginde
rezin esasli MTA iceren Harvard BioCal-Cap ve hazir macun formunda bulunan ve
yeni bir materyal NeoPutty MTA’nin Sito-biyouyumlu oldugu gorilmistiir. Bu
calismada 7. gilin (168. saat) hiicre canliligt MTS analizinden sonra 14. giin MTS
analizi de yapilmistir. Bu doktora tez ¢alismasinda yer alan materyallerin uzun dénem
toksik etkilerini de inceleyebilmek ve karsilastirma yapabilmek adina daha fazla in

vitro ve in vivo c¢aligmaya ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir.

3) Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyalar1 kullanilarak yapilan flow
sitometri analizine gore; Harvard BioCal-Cap, NeoPutty MTA ve TheraCal LC deney
gruplarinin Dycal deney grubu ile karsilastirildiginda biyouyumluluklarinin daha

yiksek oldugu kaydedilmistir.

4) Kontrol grubuna gore Dycal’da ROS iiretimi artarken, Harvard BioCal-Cap,
TheraCal LC ve NeoPutty MTA’da ROS artis1 gézlenmemistir.

5) En yiiksek ALP mRNA gen ekspresyonu 1. giinden 14. giine kadar artan
degerler ile Dycal grubunda gozlenirken, TheraCal LC ve NeoPutty MTA gruplart ile
kontrol grubu degerleri karsilastirildiginda 14. giin degerleri arasinda anlamli bir artis
goriilmemistir. Harvard BioCal-Cap’in ALP mRNA ekspresyonu iizerine etkisi 7. giin

artmisken 14. giin sonunda c¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Sonug¢ olarak,
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mineralizasyonda etkin rol oynayan ALP enziminin mRNA ekspresyonunu en yiiksek

diizeyde artmasini saglayan materyalin Dycal oldugu bulunmustur.

6) Daha once literatiirde hakkinda yapilan bir ¢alisma bulunmayan, rezin esaslh
MTA olarak piyasaya siiriilen Harvard BioCal-Cap materyalinin 14. giin sonunda
ALP, ON (SPARC) ve Coll A ekspresyonunu indiiklemedigi belirlenmistir.

7) NeoPutty MTA’nin CollA, ON (SPARC) ve ALP mRNA ekspresyonu,

kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik gostermemistir.

8) Farkli MTA marka ve iriinlerinin de ekspresyon seviyesinde farklilik
yarattigi, yeni bir materyal olan ve hazir karistirilmis macun kivaminda bulunan
NeoPutty MTA’nin degerlendirilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugunu

sonucuna varilmistir.

9) Bu ¢alismanin sonuglar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, mineralizasyon
olusumunu indiikleyen belirtegler tizerinde Harvard BioCal-Cap materyalinin kuafaj
materyali olarak kullanildigi pulpa dokusu iizerinde, sert doku olusum hizini

indiiklemekte yetersiz kalacagi diistiniilmektedir.

10) Harvard BioCal-Cap, TheraCal LC ve NeoPutty MTA gruplarinda VEGF
MRNA ekspresyon artis1 gozlenirken, Dycal, VEGF ekspresyonunu regiile etmemis
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik kalmistir. Dycal’in anjiyogenez igin
uygun bir materyal olmadig goriiliirken, literatiirde daha 6nce yer almayan NeoPutty
MTA, Harvard BioCal-Cap ve TheraCal LC’nin VEGF ekspresyonunu indiikleyerek

doku rejenerasyon kapasitesini artirdigini diisiiniilmektedir.

11) SEM goriintiilleme sonuglarina gore; Dycal deney grubunda hiicreler
kiiresel morfolojisini korurken DPSC’lerin materyal ylizeyine adezyonlarinin zayif
oldugu, NeoPutty MTA’da ise pseudopodlarin olustugu ve kiiresel morfolojiden igsi
morfolojiye degismeye basladigi goriilmiistiir. TheraCal LC ve Harvard BioCal-Cap
gruplart incelendiginde hiicrelerin igsi morfoloji kazandigi ve materyal-hiicre
adezyonunun gergeklestigi saptanmistir. Bununla birlikte yapilan sitotoksisite ve

biyouyumluluk testleri ile uyumlu goriintiiler elde edildigi sonucuna varilmistir.

12) Kullanilan kuafaj materyallerinin hiicre kiiltiirii ortaminda pH seviyeleri,
iyon salimmi ve konsantrasyonlarinin degerlendirildigi kimyasal analizlere yer

verilmemis bununla birlikte tek bir konsantrasyon oranin tercih edilmesi bu
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arastirmanin limitasyonlar arasinda yer almaktadir. Bu calismada kullanilan Harvard
BioCal-Cap’in DPSC’ler iizerinde hiicre canliligi-MTS testi, apoptoz-nekroz tayini,
ROS analizi ve gen ekspresyonunun degerlendirildigi herhangi bir literatiire

rastlanilmamis olup daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

121



KAYNAKLAR

1. Cortés, O., Garcia, C., Pérez, L., Boj, J., & Alcaina, A. (2006). Pulp cell cultures obtained with two
different methods for in vitro cytotoxicity tests. European Archives of Paediatric Dentistry, 1(2), 96-99.
https://doi.org/10.1007/BF03320822

2. Cristina da Silva MODENA, K., Caroll CASAS-APAYCO, L., Teresa ATTA, M., Alberto de Souza
COSTA, C., Hebling, J., Renata SIPERT, C., Fidela de Lima NAVARRO, M., & Ferreira SANTOS, C.
(2009). CYTOTOXICITY AND BIOCOMPATIBILITY OF DIRECT AND INDIRECT PULP CAPPING
MATERIALS. Journal of Applied Oral Science, 17(6), 544-554. www.fob.usp.br/jaos

3. Gandolfi, M. G., Siboni, F., & Prati, C. (2012). Chemical—physical properties of TheraCal, a novel light-
curable MTA-like material for pulp capping. International Endodontic Journal, 45(6), 571-579.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2012.02013.x

4. Murray, P. E., Hafez, A. A., Smith, A. J., Windsor, L. J., & Cox, C. F. (2003). Histomorphometric
analysis of odontoblast-like cell numbers and dentine bridge secretory activity following pulp exposure.
International Endodontic Journal, 36(2). https://doi.org/10.1046/j.1365-2591.2003.00632.x

5. Hu, C.-C., Zhang, C., Qian, Q., & Tatum, N. B. (1998). Reparative dentin formation in rat molars after
direct pulp capping with growth factors. Journal of Endodontics, 24(11). https://doi.org/10.1016/S0099-
2399(98)80166-0

6. Hwas, M., & Sandrik, J. L. (1984). Acid and water solubility and strength of calcium hydroxide bases.
The Journal of the American Dental Association, 108(1). https://doi.org/10.14219/jada.archive.1984.0200
7. Schmitt, D., Lee, J., & Bogen, G. (2001). Multifaceted use of ProRoot MTA root canal repair material.
Pediatric Dentistry, 23(4), 326—330. http://europepmc.org/abstract/ MED/11572491

8. Liu, C., Huang, Y., Shen, W., & Cui, J. (2001). Kinetics of hydroxyapatite precipitation at pH 10 to 11.
Biomaterials, 22(4), 301-306. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0142-9612(00)00166-6

9. Petersen, B. E., Bowen, W. C., Patrene, K. D., Mars, W. M., Sullivan, A. K., Murase, N., Boggs, S. S.,
Greenberger, J. S., & Goff, J. P. (1999). Bone marrow as a potential source of hepatic oval cells. Science,
284(5417), 1168-1170. https://doi.org/10.1126/science.284.5417.1168

10. Schmalz, G. (1994). Use of cell cultures for toxicity testing of dental materials—advantages and
limitations. Journal of Dentistry, 22(SUPPL. 2), S6-S11. https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9
11. Todorovic, V., Markovic, D., Milosevic-Jovcic, N., Petakov, M., Balint, B., Colic, M., Milenkovic, A.,
Colak, 1., Jokanovic, V., & Nikolic, N. (2008). Dental pulp stem cells: Potential significance in regenerative
medicine. Stomatoloski Glasnik Srbije, 55(3), 170-179. https://doi.org/10.2298/SGS0803170T

12. Powers, J.M. and Sakaguchi, R.L. (2006) Craig’s Restorative Dental Materials. 12th Edition, Mosby,
Missouri, 386-393.

13. Powers, J.M., Sakaguchi, R.L. (2006). Craig’s restorative dental materials. Mosby s:97- 125.

14. Tziafas, D., Smith, A. J., & Lesot, H. (2000). Designing new treatment strategies in vital pulp therapy.
Journal of Dentistry, 28(2), 77-92. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0300-5712(99)00047-0

15. Wataha, J. C. (2001). Principles of biocompatibility for dental practitioners. Journal of Prosthetic
Dentistry, 86(2), 203—-209. https://doi.org/10.1067/mpr.2001.117056

16. Yu, C., & Abbott, P. v. (2007). An overview of the dental pulp: Its functions and responses to injury.
In Australian Dental Journal (Vol. 52, Issue 1 SUPPL., pp. S4-S6). https://doi.org/10.1111/j.1834-
7819.2007.th00525.x

17. Chmilewsky, F., About, I., & Chung, S.-H. (2016). Pulp Fibroblasts Control Nerve Regeneration
through ~ Complement  Activation.  Journal of Dental Research, 95(8), 913-922.
https://doi.org/10.1177/0022034516643065

18. Mathieu, S., Jeanneau, C., Sheibat-Othman, N., Kalaji, N., Fessi, H., & About, I. (2013). Usefulness of
Controlled Release of Growth Factors in Investigating the Early Events of Dentin-pulp Regeneration.
Journal of Endodontics, 39(2), 228-235. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.11.007

19. Fitzgerald, M., Chiego, D. J., & Heys, D. R. (1990). Autoradiographic analysis of odontoblast
replacement following pulp exposure in primate teeth. Archives of Oral Biology, 35(9).
https://doi.org/10.1016/0003-9969(90)90093-P

20. Townbridge, H., Kim, S., & Suda, H. (2002). Structure and functions of the dentin and pulp complex
In: Cohen S, Burns RC. Pathways of the pulp. St. Louis: CV Mosby Co, 8, 415.

122


https://doi.org/10.1007/BF03320822
http://www.fob.usp.br/jaos
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2012.02013.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-2591.2003.00632.x
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(98)80166-0
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(98)80166-0
https://doi.org/10.14219/jada.archive.1984.0200
http://europepmc.org/abstract/MED/11572491
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/S0142-9612(00)00166-6
https://doi.org/10.1126/science.284.5417.1168
https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9
https://doi.org/10.2298/SGS0803170T
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/S0300-5712(99)00047-0
https://doi.org/10.1067/mpr.2001.117056
https://doi.org/10.1111/j.1834-7819.2007.tb00525.x
https://doi.org/10.1111/j.1834-7819.2007.tb00525.x
https://doi.org/10.1177/0022034516643065
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/j.joen.2012.11.007
https://doi.org/10.1016/0003-9969(90)90093-P

21. Couve, E. (1986). Ultrastructural changes during the life cycle of human odontoblasts. Archives of Oral
Biology, 31(10). https://doi.org/10.1016/0003-9969(86)90093-2

22. Han, Seong S.; Avery, James K. (1965)."The fine structure of intercellular substances and rounded cells
in the incisor pulp of the guinea pig This investigation was supported in part by a grant from the United
States  Public  Health  Service (D-1620)" The Anatomical Record 151(1): 41-57.
http://hdl.handle.net/2027.42/49800

23. Baume L. J. (1980). The biology of pulp and dentine. A historic, terminologic-taxonomic, histologic-
biochemical, embryonic and clinical survey. Monographs in oral science, 8, 1-220.

24. Bongenhielm, U., Hagerstrand, A., Theodorsson, E., & Fried, K. (1995). Effects of neuropeptides on
growth of cultivated rat molar pulp fibroblasts. Regulatory Peptides, 60(2—-3). https://doi.org/10.1016/0167-
0115(95)00115-8

25. Yamaguchi, M., Kojima, T., Kanekawa, M., Aihara, N., Nogimura, A., & Kasai, K. (2004).
Neuropeptides stimulate production of interleukin-1beta, interleukin-6, and tumor necrosis factor-a in
human dental pulp cells. Inflammation Research, 53(5). https://doi.org/10.1007/s00011-003-1243-z

26. Woodnutt, D. A., Wager-Miller, J., O’Neill, P. C., Bothwell, M., & Byers, M. R. (2000). Neurotrophin
receptors and nerve growth factor are differentially expressed in adjacent nonneuronal cells of normal and
injured tooth pulp. Cell and Tissue Research, 299(2). https://doi.org/10.1007/s004419900129

27. Sakurai, K., Okiji, T., & Suda, H. (1999). Co-increase of Nerve Fibers and HLA-DRand/or Factor-
Xllla-expressing Dendritic Cells in Dentinal Caries-affected Regions of the Human Dental Pulp: An
Immunohistochemical Study. Journal of Dental Research, 78(10).
https://doi.org/10.1177/00220345990780100401

28. Mjor, 1. A., Sveen, O. B., & Heyeraas, K. J. (2001). Pulp-dentin biology in restorative dentistry. Part 1:
normal structure and physiology. Quintessence International (Berlin, Germany: 1985), 32(6), 427—446.
http://europepmc.org/abstract/ MED/11491623

29. Berggreen, E., Haug, S. R., Mkonyi, L. E., & Bletsa, A. (2009). Characterization of the dental lymphatic
system and identification of cells immunopositive to specific lymphatic markers. European Journal of Oral
Sciences, 117(1). https://doi.org/10.1111/j.1600-0722.2008.00592.x

30. Hahn, C.-L., Falkler, W. A., & Siegel, M. A. (1989). A study of T and B cells in pulpal pathosis. Journal
of Endodontics, 15(1). https://doi.org/10.1016/S0099-2399(89)80093-7

31. Jontell, M., OKkiji, T., Dahlgren, U., & Bergenholtz, G. (1998). Immune Defense Mechanisms of the
Dental Pulp. Critical Reviews in Oral Biology & Medicine, 9(2).
https://doi.org/10.1177/10454411980090020301

32. Weissman, I. L., Anderson, D. J., & Gage, F. (2001). Stem and Progenitor Cells: Origins, Phenotypes,
Lineage Commitments, and Transdifferentiations. Annual Review of Cell and Developmental Biology,
17(1). https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.17.1.387

33. Smith, A. G. (2001). Embryo-Derived Stem Cells: Of Mice and Men. Annual Review of Cell and
Developmental Biology, 17(1). https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.17.1.435

34. Simara, P., Motl, J. A., & Kaufman, D. S. (2013). Pluripotent stem cells and gene therapy. Translational
Research, 161(4). https://doi.org/10.1016/j.trsl.2013.01.001

35. Bongso, A., & Lee, E. H. (2005). Their Definition, Classification and Sources. Stem cells: from bench
to bedside. Chapter 1, 1-14. http://www.worldscibooks.com/lifesci/5729.html

36. Kansu, E. (2005). K&k hiicre biyolojisi ve plastisitesinde gilincel kavramlar. Hacettepe Tip Dergisi, 36,
191-197.

37. Bongso, A, & Lee, E. H. (2005). Stem cells: from bench to bedside..
http://www.worldscibooks.com/lifesci/5729.html

38. Inan, S., Ozbilgin, K. (2009). Kok hiicre bivolojisi. Saglikta Birikim Dergisi, 1, 11-23. (n.d.).

39. Zakrzewski, W., Dobrzynski, M., Szymonowicz, M., & Rybak, Z. (2019). Stem cells: past, present, and
future. Stem Cell Research & Therapy, 10(1). https://doi.org/10.1186/s13287-019-1165-5

40. Davila, J. C. (2004). Use and Application of Stem Cells in Toxicology. Toxicological Sciences, 79(2).
https://doi.org/10.1093/toxsci/kfh100

41. Xing, Y., Xiong, W., Zhu, L., Osawa, E., Hussin, S., & Dai, L. (2011). DNA Damage in Embryonic
Stem Cells Caused by Nanodiamonds. ACS Nano, 5(3). https://doi.org/10.1021/nn200279k

42. Kapinas, K., Grandy, R., Ghule, P., Medina, R., Becker, K., Pardee, A., Zaidi, S. K., Lian, J., Stein, J.,
van Wijnen, A., & Stein, G. (2013). The abbreviated pluripotent cell cycle. Journal of Cellular Physiology,
228(1). https://doi.org/10.1002/jcp.24104

123


https://doi.org/10.1016/0003-9969(86)90093-2
http://hdl.handle.net/2027.42/49800
https://doi.org/10.1016/0167-0115(95)00115-8
https://doi.org/10.1016/0167-0115(95)00115-8
https://doi.org/10.1007/s00011-003-1243-z
https://doi.org/10.1007/s004419900129
https://doi.org/10.1177/00220345990780100401
http://europepmc.org/abstract/MED/11491623
https://doi.org/10.1111/j.1600-0722.2008.00592.x
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(89)80093-7
https://doi.org/10.1177/10454411980090020301
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.17.1.387
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.17.1.435
https://doi.org/10.1016/j.trsl.2013.01.001
http://www.worldscibooks.com/lifesci/5729.html
https://doi.org/10.1186/s13287-019-1165-5
https://doi.org/10.1093/toxsci/kfh100
https://doi.org/10.1021/nn200279k
https://doi.org/10.1002/jcp.24104

43. Vishwakarma, A., Sharpe, P., Songtao, S., & Ramalingam, M. (Eds.). (2014). Stem cell biology and
tissue engineering in dental sciences. Academic Press.

44, Lanza, R., & Klimanskaya, I. (Eds.). (2011). Essential stem cell methods. Academic Press.

45, Friedenstein, A. J., Piatetzky-Shapiro, I. I., & Petrakova, K. V. (1966). Osteogenesis in transplants of
bone marrow cells. Journal of embryology and experimental morphology, 16(3), 381-390.

46. Pittenger, M. F., Mackay, A. M., Beck, S. C., Jaiswal, R. K., Douglas, R., Mosca, J. D., Moorman, M.
A., Simonetti, D. W., Craig, S., & Marshak, D. R. (1999). Multilineage Potential of Adult Human
Mesenchymal Stem Cells. Science, 284(5411). https://doi.org/10.1126/science.284.5411.143

47. Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, 1., Slaper-Cortenbach, I., Marini, F. C., Krause, D. S., Deans, R.
J., Keating, A., Prockop, D. J., & Horwitz, E. M. (2006). Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy,
8(4). https://doi.org/10.1080/14653240600855905

48. Modino, S. A. C., & Sharpe, P. T. (2005). Tissue engineering of teeth using adult stem cells. Archives
of Oral Biology, 50(2). https://doi.org/10.1016/j.archoralbio.2005.01.002

49. Harada, H., Toyono, T., Toyoshima, K., Yamasaki, M., Itoh, N., Kato, S., Sekine, K., & Ohuchi, H.
(2002). FGF10 maintains stem cell compartment in developing mouse incisors. Development, 129(6).
https://doi.org/10.1242/dev.129.6.1533

50. Harada, H., Ichimori, Y., Yokohama-Tamaki, T., Ohshima, H., Kawano, S., Katsube, K., & Wakisaka,
S. (2006). Stratum intermedium lineage diverges from ameloblast lineage via Notch signaling. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 340(2). https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.12.053

51. Oyar, P. (2015). Dental Kok Hiicre Kaynaklar1 ve Kemik Doku Rejenerasyonunda Kullanilma
Potansiyelleri. Atatiirk Universitesi Dig Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 25(1).
https://doi.org/10.17567/dfd.77137

52. Karadz, E., Dogan, B. N., Aksoy, A., Gacar, G., Akyiiz, S., Ayhan, S., Geng, Z. S., Yiriker, S.,
Duruksu, G., Demircan, P. C., & Sariboyaci, A. E. (2010). Isolation and in vitro characterisation of dental
pulp stem cells from natal teeth. Histochemistry and Cell Biology, 133(1). https://doi.org/10.1007/s00418-
009-0646-5

53. Gronthos, S., Mankani, M., Brahim, J., Robey, P. G., & Shi, S. (2000). Postnatal human dental pulp
stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences, 97(25).
https://doi.org/10.1073/pnas.240309797

54. Stevens, A., Zuliani, T., Olejnik, C., LeRoy, H., Obriot, H., Kerr-Conte, J., Formstecher, P., Bailliez,
Y., & Polakowska, R. R. (2008). Human Dental Pulp Stem Cells Differentiate into Neural Crest-Derived
Melanocytes and Have Label-Retaining and Sphere-Forming Abilities. Stem Cells and Development, 17(6).
https://doi.org/10.1089/scd.2008.0012

55.Yan, X,, Qin, H.,, Qu, C., Tuan, R. S., Shi, S., & Huang, G. T.-J. (2010). iPS Cells Reprogrammed From
Human Mesenchymal-Like Stem/Progenitor Cells of Dental Tissue Origin. Stem Cells and Development,
19(4). https://doi.org/10.1089/scd.2009.0314

56. Otaki, S., Ueshima, S., Shiraishi, K., Sugiyama, K., Hamada, S., Yorimoto, M., & Matsuo, O. (2007).
Mesenchymal progenitor cells in adult human dental pulp and their ability to form bone when transplanted
into immunocompromised mice. Cell Biology International, 31(10).
https://doi.org/10.1016/j.cellbi.2007.04.001

57. d’Aquino, R., de Rosa, A., Lanza, V., Tirino, V., Laino, L., Graziano, A., Desiderio, V., Laino, G., &
Papaccio, G. (2009). Human mandible bone defect repair by the grafting of dental pulp stem/progenitor
cells and collagen sponge  biocomplexes. European Cells and Materials, 18.
https://doi.org/10.22203/eCM.v018a07

58. Huang, G. T.-J., Gronthos, S., & Shi, S. (2009). Mesenchymal stem cells derived from dental tissues
vs. those from other sources: their biology and role in regenerative medicine. Journal of Dental Research,
88(9). https://doi.org/10.1177/0022034509340867

59. Gandia, C., Armifian, A., Garcia-Verdugo, J. M., Lledo, E., Ruiz, A., Mifiana, M. D., Sanchez-Torrijos,
J., Paya, R., Mirabet, V., Carbonell-Uberos, F., Llop, M., Montero, J. A., & Sepulveda, P. (2008). Human
Dental Pulp Stem Cells Improve Left Ventricular Function, Induce Angiogenesis, and Reduce Infarct Size
in Rats with Acute Myocardial Infarction. Stem Cells, 26(3). https://doi.org/10.1634/stemcells.2007-0484

60. Gomes, J. A. P., Geraldes Monteiro, B., Melo, G. B., Smith, R. L., Cavenaghi Pereira da Silva, M.,
Lizier, N. F., Kerkis, A., Cerruti, H., & Kerkis, 1. (2010). Corneal Reconstruction with Tissue-Engineered

124


https://doi.org/10.1126/science.284.5411.143
https://doi.org/10.1080/14653240600855905
https://doi.org/10.1016/j.archoralbio.2005.01.002
https://doi.org/10.1242/dev.129.6.1533
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.12.053
https://doi.org/10.17567/dfd.77137
https://doi.org/10.1007/s00418-009-0646-5
https://doi.org/10.1007/s00418-009-0646-5
https://doi.org/10.1073/pnas.240309797
https://doi.org/10.1089/scd.2008.0012
https://doi.org/10.1089/scd.2009.0314
https://doi.org/10.1016/j.cellbi.2007.04.001
https://doi.org/10.22203/eCM.v018a07
https://doi.org/10.1177/0022034509340867
https://doi.org/10.1634/stemcells.2007-0484

Cell Sheets Composed of Human Immature Dental Pulp Stem Cells. Investigative Opthalmology & Visual
Science, 51(3). https://doi.org/10.1167/iovs.09-4029

61. Yao, S., Pan, F., Prpic, V., & Wise, G. E. (2008). Differentiation of Stem Cells in the Dental Follicle.
Journal of Dental Research, 87(8). https://doi.org/10.1177/154405910808700801

62. Mori, G., Ballini, A., Carbone, C., Oranger, A., Brunetti, G., di Benedetto, A., Rapone, B., Cantore, S.,
di Comite, M., Colucci, S., Grano, M., & Grassi, F. R. (2012). Osteogenic Differentiation of Dental Follicle
Stem Cells. International Journal of Medical Sciences, 9(6). https://doi.org/10.7150/ijms.4583

63. Sonoyama, W., Liu, Y., Fang, D., Yamaza, T., Seo, B.-M., Zhang, C., Liu, H., Gronthos, S., Wang, C.-
Y., Shi, S., & Wang, S. (2006). Mesenchymal Stem Cell-Mediated Functional Tooth Regeneration in
Swine. PLoS ONE, 1(1). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000079

64. Sonoyama, W., Liu, Y., Yamaza, T., Tuan, R. S., Wang, S., Shi, S., & Huang, G. T.-J. (2008).
Characterization of the Apical Papilla and Its Residing Stem Cells from Human Immature Permanent Teeth:
A Pilot Study. Journal of Endodontics, 34(2). https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.11.021

65. Seo, B.-M., Miura, M., Gronthos, S., Mark Bartold, P., Batouli, S., Brahim, J., Young, M., Gehron
Robey, P., Wang, C. Y., & Shi, S. (2004). Investigation of multipotent postnatal stem cells from human
periodontal ligament. The Lancet, 364(9429). https://doi.org/10.1016/S0140-6736(04)16627-0

66. Estrela, C., Alencar, A. H. G. de, Kitten, G. T., Vencio, E. F., & Gava, E. (2011). Mesenchymal stem
cells in the dental tissues: perspectives for tissue regeneration. Brazilian Dental Journal, 22(2).
https://doi.org/10.1590/S0103-64402011000200001

67. Miura, M., Gronthos, S., Zhao, M., Lu, B, Fisher, L. W., Robey, P. G., & Shi, S. (2003). SHED: Stem
cells from human exfoliated deciduous teeth. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100(10).
https://doi.org/10.1073/pnas.0937635100

68. Shi, S., Bartold, P., Miura, M., Seo, B., Robey, P., & Gronthos, S. (2005). The efficacy of mesenchymal
stem cells to regenerate and repair dental structures. Orthodontics and Craniofacial Research, 8(3).
https://doi.org/10.1111/j.1601-6343.2005.00331.x

69. OZKAYA, C. A., TEZEL, H., & ERGUCU, Z. (2012). Dis hekimliginde kok hiicre ve dental pulpa kok
hiicreleri / Stem cells in dentistry and dentalpulp stem cells. Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Dergisi, 29(2). http://search/yayin/detay/141152

70. Yamankog, G. & Aren, G. (2010). INSAN DISLERININ DOKU MUHENDISLIGINDEKI ONEMI.
Journal of Istanbul University Faculty of Dentistry, 44 1), 33-38.
https://dergipark.org.tr/tr/pub/jiufd/issue/8838/110336

71. Trowbridge, H. O. (1981). Pathogenesis of pulpitis resulting from dental caries. Journal of Endodontics,
7(2). https://doi.org/10.1016/S0099-2399(81)80242-7

72. Reeves, R., & Stanley, H. R. (1966). The relationship of bacterial penetration and pulpal pathosis in
carious teeth. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, 22(1). https://doi.org/10.1016/0030-
4220(66)90143-5

73. de Souza Costa, C. (2000). Current status of pulp capping with dentin adhesive systems: a review.
Dental Materials, 16(3). https://doi.org/10.1016/S0109-5641(00)00008-7

74. Kim, J. R, Nosrat, A., & Fouad, A. F. (2015). Interfacial characteristics of Biodentine and MTA with
dentine in simulated body fluid. Journal of Dentistry, 43(2). https://doi.org/10.1016/j.jdent.2014.11.004
75. Lapinska, B., Klimek, L., Sokolowski, J., & Lukomska-Szymanska, M. (2018). Dentine Surface
Morphology after Chlorhexidine Application—SEM Study. Polymers, 10(8).
https://doi.org/10.3390/polym10080905

76. Duncan, H. F., Galler, K. M., Tomson, P. L., Simon, S., El-Karim, I., Kundzina, R., Krastl, G.,
Dammaschke, T., Fransson, H., Markvart, M., Zehnder, M., & Bjerndal, L. (2019). European Society of
Endodontology position statement: Management of deep caries and the exposed pulp. International
Endodontic Journal, 52(7). https://doi.org/10.1111/iej.13080

77. Hench, L. L. (2005). Bioceramics. Journal of the American Ceramic Society, 81(7).
https://doi.org/10.1111/j.1151-2916.1998.tb02540.x

78. Chailertvanitkul, P., Paphangkorakit, J., Sooksantisakoonchai, N., Pumas, N., Pairojamornyoot, W.,
Leela-apiradee, N., & Abbott, P. v. (2014). Randomized control trial comparing calcium hydroxide and
mineral trioxide aggregate for partial pulpotomies in cariously exposed pulps of permanent molars.
International Endodontic Journal, 47(9). https://doi.org/10.1111/iej.12225

125


https://doi.org/10.1167/iovs.09-4029
https://doi.org/10.1177/154405910808700801
https://doi.org/10.7150/ijms.4583
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000079
https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.11.021
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(04)16627-0
https://doi.org/10.1590/S0103-64402011000200001
https://doi.org/10.1073/pnas.0937635100
https://doi.org/10.1111/j.1601-6343.2005.00331.x
http://search/yayin/detay/141152
https://dergipark.org.tr/tr/pub/jiufd/issue/8838/110336
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(81)80242-7
https://doi.org/10.1016/0030-4220(66)90143-5
https://doi.org/10.1016/0030-4220(66)90143-5
https://doi.org/10.1016/S0109-5641(00)00008-7
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2014.11.004
https://doi.org/10.3390/polym10080905
https://doi.org/10.1111/iej.13080
https://doi.org/10.1111/j.1151-2916.1998.tb02540.x
https://doi.org/10.1111/iej.12225

79. Spéngberg, L. S. W., & Haapasalo, M. (2002). Rationale and efficacy of root canal medicaments and
root filling materials with emphasis on treatment outcome. Endodontic Topics, 2(1).
https://doi.org/10.1034/j.1601-1546.2002.20104.x

80. Farhad, A., & Mohammadi, Z. (2005). Calcium hydroxide: a review. International Dental Journal,
55(5). https://doi.org/10.1111/j.1875-595X.2005.th00326.x

81. REHMAN, K., SAUNDERS, W. P., FOYE, R. H., & SHARKEY, S. W. (1996). Calcium ion diffusion
from calcium hydroxide-containing materials in endodontically-treated teeth: An in vitro study.
International Endodontic Journal, 29(4). https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.1996.tb01381.x

82. Schroder, U. (1985). Effects of Calcium Hydroxide-containing Pulp-capping Agents on Pulp Cell
Migration,  Proliferation, and  Differentiation. Journal of Dental Research, 64(4).
https://doi.org/10.1177/002203458506400407

83. Alagam, T. (2000). Dentin ve pulpa tedavileri. Endodonti, II. Baski, Béliim 6, 107, 157.

84. Dutta, A., & Saunders, W. P. (2014). Calcium silicate materials in endodontics. Dental Update, 41(8).
https://doi.org/10.12968/denu.2014.41.8.708

85. Torabinejad, M., Hong, C., Lee, S., Monsef, M., & Pittford, T. (1995). Investigation of mineral trioxide
aggregate for root-end filling in dogs. Journal of Endodontics, 21(12). https://doi.org/10.1016/S0099-
2399(06)81112-X

86. Parirokh, M., & Torabinejad, M. (2010). Mineral Trioxide Aggregate: A Comprehensive Literature
Review—Part 11 Clinical Applications, Drawbacks, and Mechanism of Action. Journal of Endodontics,
36(3). https://doi.org/10.1016/j.joen.2009.09.009

87. Camiulleri, J., Montesin, F., Brady, K., Sweeney, R., Curtis, R., & Ford, T. (2005). The constitution of
mineral trioxide aggregate. Dental Materials, 21(4). https://doi.org/10.1016/j.dental.2004.05.010.

88. Bozeman, T. B., Lemon, R. R., & Eleazer, P. D. (2006). Elemental Analysis of Crystal Precipitate from
Gray and White MTA. Journal of Endodontics, 32(5). https://doi.org/10.1016/j.joen.2005.08.009

89. Torabinejad, M., & Chivian, N. (1999). Clinical applications of mineral trioxide aggregate. Journal of
Endodontics, 25(3). https://doi.org/10.1016/S0099-2399(99)80142-3

90. Sarkar, N., Caicedo, R., Ritwik, P., Moiseyeva, R., & Kawashima, 1. (2005). Physicochemical Basis of
the Biologic Properties of Mineral Trioxide Aggregate. Journal of Endodontics, 31(2).
https://doi.org/10.1097/01.DON.0000133155.04468.41

91. Andelin, W., Shabahang, S., Wright, K., & Torabinejad, M. (2003). Identification of Hard Tissue After
Experimental Pulp Capping Using Dentin Sialoprotein (DSP) as a Marker. Journal of Endodontics, 29(10).
https://doi.org/10.1097/00004770-200310000-00008

92. Torabinejad, M., Hong, C., Mcdonald, F., & Pittford, T. (1995). Physical and chemical properties of a
new root-end filling material. Journal of Endodontics, 21(7). https://doi.org/10.1016/S0099-
2399(06)80967-2

93. Camilleri, J. (2007). The physical properties of accelerated Portland cement for endodontic use.
International Endodontic Journal, 0(0). https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01330.x

94. Kogan, P., He, J., Glickman, G. N., & Watanabe, I. (2006). The Effects of Various Additives on Setting
Properties of MTA. Journal of Endodontics, 32(6). https://doi.org/10.1016/j.joen.2005.08.006

95. Gandolfi, M. G., Taddei, P., Siboni, F., Modena, E., Ciapetti, G., & Prati, C. (2011). Development of
the foremost light-curable calcium-silicate MTA cement as root-end in oral surgery. Chemical—physical
properties, bioactivity and biological behavior. Dental Materials, 27(7).
https://doi.org/10.1016/j.dental.2011.03.011

96. Rajasekharan, S., Martens, L. C., Cauwels, R. G. E. C., Anthonappa, R. P., & Verbeeck, R. M. H.
(2018). Correction to: Biodentine™ material characteristics and clinical applications: a 3 year literature
review and update. European Archives of Paediatric Dentistry, 19(2). https://doi.org/10.1007/s40368-018-
0335-y

97. Malkondu, O., Kazandag, M. K., & Kazazoglu, E. (2014). A Review on Biodentine, a Contemporary
Dentine Replacement and Repair Material. BioMed Research International.
https://doi.org/10.1155/2014/160951

98. Darvell, B. W., & Wu, R. C. T. (2011). “MTA” - An Hydraulic Silicate Cement: Review update and
setting reaction. Dental Materials, 27(5). https://doi.org/10.1016/j.dental.2011.02.001

99. Asgary, S., Jafar Eghbal, M., Parirokh, M., & Torabzadeh, H. (2006). Sealing Ability of Three
Commercial Mineral Trioxide Aggregates and an Experimental Root-End Filling Material. In IEJ (Vol. 1,
Issue 3).

126


https://doi.org/10.1034/j.1601-1546.2002.20104.x
https://doi.org/10.1111/j.1875-595X.2005.tb00326.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.1996.tb01381.x
https://doi.org/10.1177/002203458506400407
https://doi.org/10.12968/denu.2014.41.8.708
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(06)81112-X
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(06)81112-X
https://doi.org/10.1016/j.joen.2009.09.009
https://doi.org/10.1016/j.dental.2004.05.010
https://doi.org/10.1016/j.joen.2005.08.009
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(99)80142-3
https://doi.org/10.1097/01.DON.0000133155.04468.41
https://doi.org/10.1097/00004770-200310000-00008
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(06)80967-2
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(06)80967-2
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01330.x
https://doi.org/10.1016/j.joen.2005.08.006
https://doi.org/10.1016/j.dental.2011.03.011
https://doi.org/10.1007/s40368-018-0335-y
https://doi.org/10.1007/s40368-018-0335-y
https://doi.org/10.1155/2014/160951
https://doi.org/10.1016/j.dental.2011.02.001

100. Chang, J. W. W., Praisarnti, C., & Neelakantan, P. (2017). Increasing use of Bioceramics in
endodontics: A narrative review. Oral Health. http://hdl.handle.net/10722/242170

101. Candeiro, G. T. de M., Correia, F. C., Duarte, M. A. H., Ribeiro-Siqueira, D. C., & Gavini, G. (2012).
Evaluation of Radiopacity, pH, Release of Calcium lons, and Flow of a Bioceramic Root Canal Sealer.
Journal of Endodontics, 38(6). https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.02.029

102. Monisha Singhal, C. P. Chaudhary, Rohit Anand, Nitin Singh, & Tanvi Sahni. (2015). RECENT
ADVANCEMENTS OF INDIRECT PULP CAPPING IN PRIMARY TEETH: A REVIEW. Journal of
Advanced Medical and Dental Sciences Research 3(5).

103. Hebling, J., Lessa, F. C. R., Nogueira, 1., de Carvalho, R. M., & de Souza Costa, C. A. (2009).
Cytotoxicity of resin-based light-cured liners. American Journal of Dentistry, 22 3, 137-142.

104. Dawood, A. E., Parashos, P., Wong, R. H. K., Reynolds, E. C., & Manton, D. J. (2017). Calcium
silicate-based cements: composition, properties, and clinical applications. Journal of Investigative and
Clinical Dentistry, 8(2). https://doi.org/10.1111/jicd.12195

105. Poggio, C., Arciola, C. R., Beltrami, R., Monaco, A., Dagna, A., Lombardini, M., & Visai, L. (2014).
Cytocompatibility and Antibacterial Properties of Capping Materials. The Scientific World Journal.
https://doi.org/10.1155/2014/181945

106. el Meligy, O. A., Saber, A. M., & Alaki, S. M. (2021). Recent Advances in Indirect Pulp Treatment
Materials for Primary Teeth: A Literature Review. International Journal of Clinical Pediatric Dentistry,
14(6). https://doi.org/10.5005/jp-journals-10005-2073

107. Chang, S.-W., Lee, S.-Y., Kum, K.-Y., & Kim, E.-C. (2014). Effects of ProRoot MTA, Bioaggregate,
and Micromega MTA on Odontoblastic Differentiation in Human Dental Pulp Cells. Journal of
Endodontics, 40(1). https://doi.org/10.1016/j.joen.2013.09.036

108. Yuan, Z., Peng, B., Jiang, H., Bian, Z., & Yan, P. (2010). Effect of Bioaggregate on Mineral-associated
Gene Expression in Osteoblast Cells. Journal of Endodontics, 36(7).
https://doi.org/10.1016/j.joen.2010.03.025

109. Jang, Y.-E., Lee, B.-N., Koh, J.-T., Park, Y.-J., Joo, N.-E., Chang, H.-S., Hwang, I.-N., Oh, W.-M., &
Hwang, Y.-C. (2014). Cytotoxicity and physical properties of tricalcium silicate-based endodontic
materials. Restorative Dentistry & Endodontics, 39(2). https://doi.org/10.5395/rde.2014.39.2.89

110. Asgary, S., Shahabi, S., Jafarzadeh, T., Amini, S., & Kheirieh, S. (2008). The Properties of a New
Endodontic Material. Journal of Endodontics, 34(8). https://doi.org/10.1016/j.joen.2008.05.006

111. Samiee, M., Eghbal, M. J., Parirokh, M., Abbas, F. M., & Asgary, S. (2010). Repair of furcal
perforation using a new endodontic cement. Clinical Oral Investigations, 14(6).
https://doi.org/10.1007/s00784-009-0351-8

112. Asgary, S., Eghbal, M. J., Parirokh, M., Ghanavati, F., & Rahimi, H. (2008). A comparative study of
histologic response to different pulp capping materials and a novel endodontic cement. Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 106(4).
https://doi.org/10.1016/j.triple0.2008.06.006

113. Ghazvini, S. A., Abdo Tabrizi, M., Kobarfard, F., Baghban, A. A., & Asgary, S. (2009). lon release
and pH of a new endodontic cement, MTA and Portland cement. In Iranian Endodontic Journal (Vol. 4,
Issue 2).

114. Utneja, S., Nawal, R. R., Talwar, S., & Verma, M. (2015). Current perspectives of bio-ceramic
technology in endodontics: calcium enriched mixture cement- review of its composition, properties and
applications. Restorative Dentistry & Endodontics, 40(1). https://doi.org/10.5395/rde.2015.40.1.1

115. Schmalz, G., & Bindslev, D. A. (2009). Biocompatibility of Dental Materials. In G. Schmalz & D. A.
Bindslev (Eds.), Basis Aspects (pp. 1-12). Springer.

116. Maizumi, H. (1962). Die Wirkung verschiedener Vitalerhaltungs-und Wurzelkanalfullmittel auf
Gewebekulturen. Dtsch Zahnarztl Z, 17, 1628-1635.

117. Hanks, C. T., Wataha, J. C., & Sun, Z. (1996). In vitro models of biocompatibility: A review. Dental
Materials, 12(3). https://doi.org/10.1016/S0109-5641(96)80020-0

118. Tuncer, D. S. & Demirci, P. D. M. (2011). DENTAL MATERYALLERDE BIYOUYUMLULUK
DEGERLENDIRMELERI. Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 2011 (2), 141-149.
https://dergipark.org.tr/tr/pub/ataunidfd/issue/2476/31684

119. Candan C., Bilgi¢ A., (2006). Klinik Viroloji Labaratuvarinda Uzmanlik Ogrencisine Verilen Hiicre
Kiiltiirii Egitim Programi: Bir Model, Infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection). 20 (3): 231-241.

127


http://hdl.handle.net/10722/242170
https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.02.029
https://doi.org/10.1111/jicd.12195
https://doi.org/10.1155/2014/181945
https://doi.org/10.5005/jp-journals-10005-2073
https://doi.org/10.1016/j.joen.2013.09.036
https://doi.org/10.1016/j.joen.2010.03.025
https://doi.org/10.5395/rde.2014.39.2.89
https://doi.org/10.1016/j.joen.2008.05.006
https://doi.org/10.1007/s00784-009-0351-8
https://doi.org/10.1016/j.tripleo.2008.06.006
https://doi.org/10.5395/rde.2015.40.1.1
https://doi.org/10.1016/S0109-5641(96)80020-0
https://dergipark.org.tr/tr/pub/ataunidfd/issue/2476/31684

120. Arenholt-Bindslev, D., & Bleeg, H. (1990). Characterization of two types of human oral fibroblast
with a potential application to cellular toxicity studies: tooth pulp fibroblasts and buccal mucosa fibroblasts.
International Endodontic Journal, 23(2). https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.1990.tb00844.x

121. Schmalz, G., Schuster, U., Nuetzel, K., & Schweikl, H. (1999). An in vitro pulp chamber with three-
dimensional cell cultures. Journal of Endodontics, 25(1). https://doi.org/10.1016/S0099-2399(99)80394-X
122. Schmalz, G. (1994). Use of cell cultures for toxicity testing of dental materials-advantages and
limitations. Journal of Dentistry, 22. https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9

123. Schuster, U., Schmalz, G., Thonemann, B., Mendel, N., & Metzl, C. (2001). Cytotoxicity Testing with
Three-Dimensional Cultures of Transfected Pulp-Derived Cells. Journal of Endodontics, 27(4).
https://doi.org/10.1097/00004770-200104000-00004

124, Freshney, R. I. (2015). Culture of animal cells: a manual of basic technique and specialized
applications. John Wiley & Sons.

125. Jenkins, N. (2007). Methods in Biotechnology, Volume 8: Animal cell biotechnology Totawa NJ.
Humana Press p, 239, 252. (n.d.).

126. Moharamzadeh, K., Brooki, I. M., & Van Noortr, R. (2009). Biocompatibility of resin-based dental
materials. In Materials (Vol. 2, Issue 2, pp. 514-548). https://doi.org/10.3390/ma2020514

127. Babich, H., Reisbaum, A. G., & Zuckerbraun, H. L. (2000). In vitro response of human gingival
epithelial S-G cells to resveratrol. Toxicology Letters, 114(1-3). https://doi.org/10.1016/S0378-
4274(99)00288-X

128. Riss, T. L., Moravec, R. A., Niles, A. L., Duellman, S., Benink, H. A., Worzella, T. J., & Minor, L.
(2013). Cell Viability Assays. In S. Markossian (Eds.) et. al., Assay Guidance Manual. Eli Lilly & Company
and the National Center for Advancing Translational Sciences.

129. Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to
proliferation and  cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, 65(1-2).
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4

130. Denizot, F., & Lang, R. (1986). Rapid colorimetric assay for cell growth and survival: modifications
to the tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity and reliability. Journal of immunological
methods, 89(2), 271-277.

131. Goodwin, C. J., Holt, S. J., Downes, S., & Marshall, N. J. (1995). Microculture tetrazolium assays: a
comparison between two new tetrazolium salts, XTT and MTS. Journal of Immunological Methods, 179(1).
https://doi.org/10.1016/0022-1759(94)00277-4

132. Berridge, M. V., Herst, P. M., & Tan, A. S. (2005). Tetrazolium dyes as tools in cell biology: New
insights into their cellular reduction. https://doi.org/10.1016/S1387-2656(05)11004-7

133. Elmore, S. (2007). Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicologic Pathology, 35(4).
https://doi.org/10.1080/01926230701320337

134. Giiles, O., & Ulker, E. R. E. N. (2008). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yéntemler. Yiiziincii Y1l
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19(2), 73-78.

135. Searle, J., Kerr, J. F., & Bishop, C. J. (1982). Necrosis and apoptosis: distinct modes of cell death with
fundamentally different significance. Pathology annual, 17 Pt 2, 229-259.

136. Overbeeke, R., Steffens-Nakken, H., Vermes, ., Reutelingsperger, C., & Haanen, C. (1998). Early
features of apoptosis detected by four different flow cytometry assays. Apoptosis: an international journal
on programmed cell death, 3(2), 115-121. https://doi.org/10.1023/a:1009649025439

137. Halliwell, B. and Gutteridge, J.M.C. (1999) Free Radicals in Biology and Medicine. In: Halliwell, B.
and Gutteridge, J.M.C., Eds., Free Radicals in Biology and Medicine, 3rd Edition, Oxford University Press,
Oxford, 1-25.

138. Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T. D., Mazur, M., & Telser, J. (2007). Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, 39(1). https://doi.org/10.1016/j.biocel.2006.07.001

139. Fang, Y.-Z., Yang, S., & Wu, G. (2002). Free radicals, antioxidants, and nutrition. Nutrition, 18(10).
https://doi.org/10.1016/S0899-9007(02)00916-4

140. Bagchi, K. & Puri, S. (1998). Free radicals and antioxidants in health and disease: a review. EMHJ-
Eastern Mediterranean Health Journal, 4 (2), 350-360, 1998
https://apps.who.int/iris/handle/10665/118217.

141. Cadenas, E. (1989). BIOCHEMISTRY OF OXYGEN TOXICITY. Annual Review of Biochemistry,
58(1). https://doi.org/10.1146/annurev.bi.58.070189.000455

128


https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.1990.tb00844.x
https://doi.org/10.1016/S0099-2399(99)80394-X
https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9
https://doi.org/10.1097/00004770-200104000-00004
https://doi.org/10.3390/ma2020514
https://doi.org/10.1016/S0378-4274(99)00288-X
https://doi.org/10.1016/S0378-4274(99)00288-X
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4
https://doi.org/10.1016/0022-1759(94)00277-4
https://doi.org/10.1016/S1387-2656(05)11004-7
https://doi.org/10.1080/01926230701320337
https://doi.org/10.1023/a:1009649025439
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2006.07.001
https://doi.org/10.1016/S0899-9007(02)00916-4
https://apps.who.int/iris/handle/10665/118217
https://doi.org/10.1146/annurev.bi.58.070189.000455

142. Nagendrappa, G. (2005). An appreciation of free radical chemistry 3. Free radicals in diseases and
health. Resonance, 10(4). https://doi.org/10.1007/BF02834649

143. Pham-Huy, L. A., He, H., & Pham-Huy, C. (2008). Free radicals, antioxidants in disease and health.
International journal of biomedical science : 1IBS, 4(2), 89-96.

144. Das Sarma, A., Mallick, A. R., & Ghosh, A. K. (2010). Free Radicals and Their Role in Different
Clinical Conditions: An Overview 2. In International Journal of Pharma Sciences and Research (IJPSR)
(Vol. 1, Issue 3).

145. Sen, S., Chakraborty, R., De, B., Sridhar, C., & Reddy, Y. S. R. (2010). FREE RADICALS,
ANTIOXIDANTS, DISEASES AND PHYTOMEDICINES: CURRENT STATUS AND FUTURE
PROSPECT. In Article in International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research (Vol.
553, Issue 1). https://www.researchgate.net/publication/261912585

146. Lander, H. M. (1997). An essential role for free radicals and derived species in signal transduction.
The FASEB Journal, 11(2). https://doi.org/10.1096/fasebj.11.2.9039953

147. Droge, W. (2002). Free Radicals in the Physiological Control of Cell Function. Physiological Reviews,
82(1). https://doi.org/10.1152/physrev.00018.2001

148. Devasagayam, T. P., Tilak, J. C., Boloor, K. K., Sane, K. S., Ghaskadbi, S. S., & Lele, R. D. (2004).
Free radicals and antioxidants in human health: current status and future prospects. The Journal of the
Association of Physicians of India, 52, 794-804.

149. Kuraoka, 1., Robins, P., Masutani, C., Hanaoka, F., Gasparutto, D., Cadet, J., Wood, R. D., & Lindahl,
T. (2001). Oxygen Free Radical Damage to DNA. Journal of Biological Chemistry, 276(52).
https://doi.org/10.1074/jbc.M107779200

150. Devi, K., Dey, K. K., Singh, S., Mishra, S. K., Modi, M. K., & Sen, P. (2019). Identification and
validation of plant miRNA from NGS data—an experimental approach. Briefings in Functional Genomics,
18(1). https://doi.org/10.1093/bfgp/ely034

151. Mullis, K. B. (1994). The Polymerase Chain Reaction (Nobel Lecture). Angewandte Chemie
International Edition in English, 33(12). https://doi.org/10.1002/anie.199412091

152. Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B., & Erlich,
H. A. (1988). Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA with a Thermostable DNA Polymerase.
Science, 239(4839). https://doi.org/10.1126/science.2448875

153. Scharf, S. J., Horn, G. T., & Erlich, H. A. (1986). Direct Cloning and Sequence Analysis of
Enzymatically Amplified Genomic Sequences. Science, 233(4768).
https://doi.org/10.1126/science.3461561

154. Erlich, H. A, Gelfand, D., & Sninsky, J. J. (1991). Recent Advances in the Polymerase Chain
Reaction. Science, 252(5013). https://doi.org/10.1126/science.2047872

155. Bustin, S. A., Benes, V., Garson, J. A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M., Mueller, R., Nolan, T.,
Pfaffl, M. W., Shipley, G. L., Vandesompele, J., & Wittwer, C. T. (2009). The MIQE Guidelines: Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments. Clinical Chemistry, 55(4).
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797

156. Kubista, M., Andrade, J. M., Bengtsson, M., Forootan, A., Jonak, J., Lind, K., Sindelka, R., Sjéback,
R., Sjégreen, B., Strombom, L., Stahlberg, A., & Zoric, N. (2006). The real-time polymerase chain reaction.
Molecular Aspects of Medicine, 27(2—-3). https://doi.org/10.1016/j.mam.2005.12.007

157. Wang, X. (2003). A PCR primer bank for quantitative gene expression analysis. Nucleic Acids
Research, 31(24). https://doi.org/10.1093/nar/gng154

158. Sambrook, J., & Russell, D. W. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual (3rd ed.). Cold Spring
Harbor, N.Y: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

159. Lemma, S., Avnet, S., Salerno, M., Chano, T., & Baldini, N. (2016). Identification and Validation of
Housekeeping Genes for Gene Expression Analysis of Cancer Stem Cells. PLOS ONE, 11(2).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0149481

160. Vandesompele, J., De Preter, K., Pattyn, F., Poppe, B., Van Roy, N., De Paepe, A., & Speleman, F.
(2002). Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of multiple
internal control genes. Genome Biology, 3(7). https://doi.org/10.1186/gb-2002-3-7-research0034

161. Risso, D., Ngai, J., Speed, T. P., & Dudoit, S. (2014). Normalization of RNA-seq data using factor
analysis of control genes or samples. Nature Biotechnology, 32(9). https://doi.org/10.1038/nbt.2931

162. Freeman, W. M., Walker, S. J., & Vrana, K. E. (1999). Quantitative RT-PCR: Pitfalls and Potential.
BioTechniques, 26(1). https://doi.org/10.2144/99261rv01

129


https://doi.org/10.1007/BF02834649
https://www.researchgate.net/publication/261912585
https://doi.org/10.1096/fasebj.11.2.9039953
https://doi.org/10.1152/physrev.00018.2001
https://doi.org/10.1074/jbc.M107779200
https://doi.org/10.1093/bfgp/ely034
https://doi.org/10.1002/anie.199412091
https://doi.org/10.1126/science.2448875
https://doi.org/10.1126/science.3461561
https://doi.org/10.1126/science.2047872
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112797
https://doi.org/10.1016/j.mam.2005.12.007
https://doi.org/10.1093/nar/gng154
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0149481
https://doi.org/10.1186/gb-2002-3-7-research0034
https://doi.org/10.1038/nbt.2931
https://doi.org/10.2144/99261rv01

163. Ginzinger, D. G. (2002). Gene quantification using real-time quantitative PCR. Experimental
Hematology, 30(6). https://doi.org/10.1016/S0301-472X(02)00806-8

164. STRING 11.5 (August 2021). Erisim:20/01/2023. https://string-db.org/

165. Quality guidelines for endodontic treatment: consensus report of the European Society of
Endodontology. (2006). International Endodontic Journal, 39(12). https://doi.org/10.1111/j.1365-
2591.2006.01180.x

166. Schwendicke, F., Brouwer, F., Schwendicke, A., & Paris, S. (2016). Different materials for direct pulp
capping: systematic review and meta-analysis and trial sequential analysis. Clinical Oral Investigations,
20(6). https://doi.org/10.1007/s00784-016-1802-7

167. Garrocho-Rangel, A., Quintana-Guevara, K., Vazquez-Viera, R., Arvizu-Rivera, J. M., Flores-Reyes,
H., Escobar-Garcia, D. M., & Pozos-Guillén, A. (2017). Bioactive Tricalcium Silicate-based Dentin
Substitute as an Indirect Pulp Capping Material for Primary Teeth: A 12-month Follow-up. Pediatric
dentistry, 39(5), 377-382.

168. Schmalz, G. (1994). Use of cell cultures for toxicity testing of dental materials—advantages and
limitations. Journal of Dentistry, 22. https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9

169. Kisby, L. (2016). Vital Pulp Therapy in Primary Teeth: An Update. Dentistry today, 35 5, 112-3.
170. Rodas-Junco, B. A., & Villicana, C. (2017). Dental Pulp Stem Cells: Current Advances in Isolation,
Expansion and Preservation. In Tissue Engineering and Regenerative Medicine (\Vol. 14, Issue 4, pp. 333—
347). Korean Tissue Engineering and Regenerative Medicine Society. https://doi.org/10.1007/s13770-017-
0036-3

171. d’Aquino, R., Papaccio, G., Laino, G., & Graziano, A. (2008). Dental Pulp Stem Cells: A Promising
Tool for Bone Regeneration. Stem Cell Reviews, 4(1). https://doi.org/10.1007/s12015-008-9013-5

172. Kiziltan B., (2004), Glniimiizde kullanilan iki tip baglayici ajanin fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkilerinin incelenmesi, (Tez Danismani:PROF. DR. FIGEN SEYMEN).

173. Perry, B. C., Zhou, D., Wu, X, Yang, F.-C., Byers, M. A,, Chu, T.-M. G., Hockema, J. J., Woods, E.
J., & Goebel, W. S. (2008). Collection, Cryopreservation, and Characterization of Human Dental Pulp—
Derived Mesenchymal Stem Cells for Banking and Clinical Use. Tissue Engineering Part C: Methods,
14(2). https://doi.org/10.1089/ten.tec.2008.0031

174. Spath, L., Rotilio, V., Alessandrini, M., Gambara, G., De Angelis, L., Mancini, M., Mitsiadis, T. A.,
Vivarelli, E., Naro, F., Filippini, A., & Papaccio, G. (2009). Explant-derived human dental pulp stem cells
enhance differentiation and proliferation potentials. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 14(6b).
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2009.00848.x

175. Takeda-Kawaguchi, T., Sugiyama, K., Chikusa, S., lida, K., Aoki, H., Tamaoki, N., Hatakeyama, D.,
Kunisada, T., Shibata, T., Fusaki, N., & Tezuka, K. I. (2014). Derivation of ipscs after culture of human
dental pulp cells under defined conditions. PLoS ONE, 9(12). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0115392
176. Karamzadeh, R., Eslaminejad, M. B., & Aflatoonian, R. (2012). Isolation, Characterization and
Comparative Differentiation of Human Dental Pulp Stem Cells Derived from Permanent Teeth by Using
Two Different Methods. Journal of Visualized Experiments, 69. https://doi.org/10.3791/4372

177. Huang, G. T.-J., Sonoyama, W., Chen, J., & Park, S. H. (2006). In vitro characterization of human
dental pulp cells: various isolation methods and culturing environments. Cell and Tissue Research, 324(2).
https://doi.org/10.1007/s00441-005-0117-9

178. Hilkens, P., Gervois, P., Fanton, Y., Vanormelingen, J., Martens, W., Struys, T., Politis, C.,
Lambrichts, 1., & Bronckaers, A. (2013). Effect of isolation methodology on stem cell properties and
multilineage differentiation potential of human dental pulp stem cells. Cell and Tissue Research, 353(1).
https://doi.org/10.1007/s00441-013-1630-x

179. Tsanova-Tosheva, D., Dimitrova, I., & Kouzmanova, Y. (2021, August 13). Analysis of the Organic
Content in Two Hybrid Calcium-Silicate Cements. 2021 International Symposium on Biomedical
Engineering and Computational Biology. https://doi.org/10.1145/3502060.3502276

180. Endod. 2013;39:743-7. 12. NuSmile. Available at: https://www.nusmile.com/NeoPutty/ Technical-
Support. Accessed on 01 October 2021. (n.d.).

181. Sun, Q., Gustin, J. W., Tian, F., Sidow, S. J., Bergeron, B. E., Ma, J., & Tay, F. R. (2021). Effects of
pre-mixed hydraulic calcium silicate putties on osteogenic differentiation of human dental pulp stem cells
in vitro. Journal of Dentistry, 108. https://doi.org/10.1016/j.jdent.2021.103653

182. Rodriguez-Lozano, F. J., Lozano, A., Lopez-Garcia, S., Garcia-Bernal, D., Sanz, J. L., Guerrero-
Gironés, J., Llena, C., Forner, L., & Melo, M. (2022). Biomineralization potential and biological properties

130


https://doi.org/10.1016/S0301-472X(02)00806-8
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2006.01180.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2006.01180.x
https://doi.org/10.1007/s00784-016-1802-7
https://doi.org/10.1016/0300-5712(94)90032-9
https://doi.org/10.1007/s13770-017-0036-3
https://doi.org/10.1007/s13770-017-0036-3
https://doi.org/10.1007/s12015-008-9013-5
https://doi.org/10.1089/ten.tec.2008.0031
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2009.00848.x
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0115392
https://doi.org/10.3791/4372
https://doi.org/10.1007/s00441-005-0117-9
https://doi.org/10.1007/s00441-013-1630-x
https://doi.org/10.1145/3502060.3502276
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2021.103653

of a new tantalum oxide (Ta205)—containing calcium silicate cement. Clinical Oral Investigations, 26(2).
https://doi.org/10.1007/s00784-021-04117-x

183. Widbiller, M., Lindner, S. R., Buchalla, W., Eidt, A., Hiller, K.-A., Schmalz, G., & Galler, K. M.
(2016). Three-dimensional culture of dental pulp stem cells in direct contact to tricalcium silicate cements.
Clinical Oral Investigations, 20(2). https://doi.org/10.1007/s00784-015-1515-3

184. Rodriguez-Lozano, F. J., Lopez-Garcia, S., Garcia-Bernal, D., Sanz, J. L., Lozano, A., Pecci-Lloret,
M. P., Melo, M., Lopez-Ginés, C., & Forner, L. (2021). Cytocompatibility and bioactive properties of the
new dual-curing resin-modified calcium silicate-based material for vital pulp therapy. Clinical Oral
Investigations, 25(8). https://doi.org/10.1007/s00784-021-03811-0

185. Bortoluzzi, E. A., Niu, L., Palani, C. D., EI-Awady, A. R., Hammond, B. D., Pei, D., Tian, F., Cutler,
C. W., Pashley, D. H., & Tay, F. R. (2015). Cytotoxicity and osteogenic potential of silicate calcium
cements as potential protective materials for pulpal revascularization. Dental Materials, 31(12).
https://doi.org/10.1016/j.dental.2015.09.020

186. Saw, T. Y., Cao, T., Yap, A. U.J., & Lee Ng, M. M. (2005). Tooth slice organ culture and established
cell line culture models for cytotoxicity assessment of dental materials. Toxicology in Vitro, 19(1).
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2004.08.006

187. 1SO 10993 part 5, 1999. International Standard 10993 “Biological evaluation of medical devices Part
5: Tests for cytotoxicity: In-vitro methods.” International Organization for Standardization, Geneva,
Switzerland.

188. Cao, T., Saw, T. Y., Heng, B. C., Liu, H., Yap, A. U. J., & Ng, M. L. (2005). Comparison of different
test models for the assessment of cytotoxicity of composite resins. Journal of Applied Toxicology, 25(2).
https://doi.org/10.1002/jat.1041

189. Ajlan, S. A., Ashri, N. Y., Aldahmash, A. M., & Alnbaheen, M. S. (2015). Osteogenic differentiation
of dental pulp stem cells under the influence of three different materials. BMC Oral Health, 15(1).
https://doi.org/10.1186/s12903-015-0113-8

190. Khanna-Jain R, Mannerstrom B, Vuorinen A, Sandor GK, Suuronen R, Miettinen S., (2012).
Osteogenic differentiation of human dental pulp stem cells on B-tricalcium phosphate/poly (l-lactic
acid/caprolactone)  three-dimensional  scaffolds. Journal of  Tissue  Engineering. 3(1).
https://doi.org/10.1177/2041731412467998

191. Galluzzi, L., Aaronson, S. A., Abrams, J., Alnemri, E. S., Andrews, D. W., Baehrecke, E. H., Bazan,
N. G., Blagosklonny, M. V, Blomgren, K., Borner, C., Bredesen, D. E., Brenner, C., Castedo, M.,
Cidlowski, J. A., Ciechanover, A., Cohen, G. M., De Laurenzi, V., De Maria, R., Deshmukh, M., ...
Kroemer, G. (2009). Guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring cell death in higher
eukaryotes. Cell Death & Differentiation, 16(8). https://doi.org/10.1038/cdd.2009.44

192. Cannella, V., Altomare, R., Chiaramonte, G., Di Bella, S., Mira, F., Russotto, L., Pisano, P., &
Guercio, A. (2019). Cytotoxicity Evaluation of Endodontic Pins on L929 Cell Line. BioMed Research
International, 2019. https://doi.org/10.1155/2019/3469525

193. Kiiden, C., Karakas, S. N., & Batmaz, S. G. (2022). Comparative chemical properties, bioactivity, and
cytotoxicity of resin-modified calcium silicate—based pulp capping materials on human dental pulp stem
cells. Clinical Oral Investigations, 26(11). https://doi.org/10.1007/s00784-022-04713-5

194. Sanz, J. L., Soler-Doria, A., Lopez-Garcia, S., Garcia-Bernal, D., Rodriguez-Lozano, F. J., Lozano,
A., Llena, C., Forner, L., Guerrero-Gironés, J., & Melo, M. (2021). Comparative Biological Properties and
Mineralization Potential of 3 Endodontic Materials for Vital Pulp Therapy: Theracal PT, Theracal LC, and
Biodentine on Human Dental Pulp Stem Cells. Journal of Endodontics, 47(12).
https://doi.org/10.1016/j.joen.2021.08.001

195. Lozano-Guillén, A., Lopez-Garcia, S., Rodriguez-Lozano, F. J., Sanz, J. L., Lozano, A., Llena, C., &
Forner, L. (2022). Comparative cytocompatibility of the new calcium silicate-based cement NeoPutty
versus NeoMTA Plus and MTA on human dental pulp cells: an in vitro study. Clinical Oral Investigations,
26(12). https://doi.org/10.1007/s00784-022-04682-9

196. Sun, Q., Meng, M., Steed, J. N., Sidow, S. J., Bergeron, B. E., Niu, L., Ma, J., & Tay, F. R. (2021).
Manoeuvrability and biocompatibility of endodontic tricalcium silicate-based putties. Journal of Dentistry,
104. https://doi.org/10.1016/j.jdent.2020.103530

197. Kim, Y., Lee, D., Song, D., Kim, H.-M., & Kim, S.-Y. (2020). Biocompatibility and Bioactivity of
Set Direct Pulp Capping Materials on Human Dental Pulp Stem Cells. Materials, 13(18).
https://doi.org/10.3390/ma13183925

131


https://doi.org/10.1007/s00784-021-04117-x
https://doi.org/10.1007/s00784-015-1515-3
https://doi.org/10.1007/s00784-021-03811-0
https://doi.org/10.1016/j.dental.2015.09.020
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2004.08.006
https://doi.org/10.1002/jat.1041
https://doi.org/10.1186/s12903-015-0113-8
https://doi.org/10.1177/2041731412467998
https://doi.org/10.1038/cdd.2009.44
https://doi.org/10.1155/2019/3469525
https://doi.org/10.1007/s00784-022-04713-5
https://doi.org/10.1016/j.joen.2021.08.001
https://doi.org/10.1007/s00784-022-04682-9
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2020.103530
https://doi.org/10.3390/ma13183925

198. Min, K.-S., Chang, H.-S., Bae, J.-M., Park, S.-H., Hong, C.-U., & Kim, E.-C. (2007). The Induction
of Heme Oxygenase-1 Modulates Bismuth Oxide-induced Cytotoxicity in Human Dental Pulp Cells.
Journal of Endodontics, 33(11). https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.07.012

199. Chen L, Shen H, Suh BI.,(2013) Bioactive dental restorative materials: a review. American Journal of
Dentistry., Aug;26(4):219-227. PMID: 24693633.

200. Lee, H., Shin, Y., Kim, S.-O., Lee, H.-S., Choi, H.-J., & Song, J. S. (2015). Comparative Study of
Pulpal Responses to Pulpotomy with ProRoot MTA, RetroMTA, and TheraCal in Dogs’ Teeth. Journal of
Endodontics, 41(8). https://doi.org/10.1016/j.joen.2015.04.007

201. Jeanneau, C., Laurent, P., Rombouts, C., Giraud, T., & About, I. (2017). Light-cured Tricalcium
Silicate Toxicity to the Dental Pulp. Journal of Endodontics, 43(12).
https://doi.org/10.1016/j.joen.2017.07.010

202. Bakhtiar, H., Nekoofar, M. H., Aminishakib, P., Abedi, F., Naghi Moosavi, F., Esnaashari, E., Azizi,
A., Esmailian, S., Ellini, M. R., Mesgarzadeh, V., Sezavar, M., & About, I. (2017). Human Pulp Responses
to Partial Pulpotomy Treatment with TheraCal as Compared with Biodentine and ProRoot MTA: A Clinical
Trial. Journal of Endodontics, 43(11). https://doi.org/10.1016/j.joen.2017.06.025

203. Nilsen, B. W., Jensen, E., Ortengren, U., & Michelsen, V. B. (2017). Analysis of organic components
in resin-modified pulp capping materials: critical considerations. European Journal of Oral Sciences,
125(3). https://doi.org/10.1111/e0s.12347

204. Federal Register (USA),(2016), “TheraCal LC safety data sheet,” vol. 77, pp. 1-7. (n.d.).

205. Valente, C. D. S. D. (2022). Comportamento celular em materiais de restauragdo em lesdes ndo
cariosas (Doctoral dissertation).

206. Eliagik B., Seymen F., (2021) iki tip baglayici ajanin monomer salinimlarinin pulpa fibroblast
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi. Medical Research Reports. 4(1): 11-28.

207. Arandi, N. Z., & Rabi, T. (2018). TheraCal LC: From Biochemical and Bioactive Properties to Clinical
Applications. International Journal of Dentistry, 2018. https://doi.org/10.1155/2018/3484653

208. Lopez-Garcia, S., Pecci-Lloret, M. P., Pecci-Lloret, M. R., Ofiate-Sanchez, R. E., Garcia-Bernal, D.,
Castelo-Baz, P., Rodriguez-Lozano, F. J., & Guerrero-Gironés, J. (2019). In Vitro Evaluation of the
Biological Effects of ACTIVA Kids BioACTIVE Restorative, lonolux, and Riva Light Cure on Human
Dental Pulp Stem Cells. Materials, 12(22). https://doi.org/10.3390/ma12223694

209. Vallittu, P. K., & Ekstrand, K. (1999). In vitro cytotoxicity of fibre-polymethyl methacrylate
composite used in dentures. Journal of Oral Rehabilitation, 26(8). https://doi.org/10.1046/j.1365-
2842.1999.00431.x

210. Dahl, O. E., Garvik, L. J., & Lyberg, T. (1994). Toxic effects of methylmethacrylate monomer on
leukocytes and endothelial cells in vitro. Acta Orthopaedica Scandinavica, 65(2).
https://doi.org/10.3109/17453679408995423

211. Camilleri, J., Montesin, F. E., Papaioannou, S., McDonald, F., & Pitt Ford, T. R. (2004).
Biocompatibility of two commercial forms of mineral trioxide aggregate. International Endodontic
Journal, 37(10). https://doi.org/10.1111/].1365-2591.2004.00859.x

212. Marczuk-Kolada, G., Luczaj-Cepowicz, E., Pawinska, M., & Holownia, A. (2017). Evaluation of the
cytotoxicity of selected conventional glass ionomer cements on human gingival fibroblasts. Advances in
Clinical and Experimental Medicine, 26(7). https://doi.org/10.17219/acem/64944

213. Wei, W, Qi, Y., Nikonov, S. Y., Niu, L., Messer, R. L. W., Mao, J., Primus, C. M., Pashley, D. H., &
Tay, F. R. (2012). Effects of an Experimental Calcium Aluminosilicate Cement on the Viability of Murine
Odontoblast-like Cells. Journal of Endodontics, 38(7). https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.03.020

214. Marqués-Gallego, P., den Dulk, H., Backendorf, C., Brouwer, J., Reedijk, J., & Burke, J. F. (2010).
Accurate non-invasive image-based cytotoxicity assays for cultured cells. BMC Biotechnology, 10(1).
https://doi.org/10.1186/1472-6750-10-43

215. Zhou, H., Shen, Y., Wang, Z., Li, L., Zheng, Y., Hikkinen, L., & Haapasalo, M. (2013). In Vitro
Cytotoxicity Evaluation of a Novel Root Repair Material. Journal of Endodontics, 39(4).
https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.11.026

216. Diaz, D., Prieto, A., Reyes, E., Barcenilla, H., Monserrat, J., & Alvarez-Mon, M. (2008). Flow
Cytometry Enumeration of Apoptotic Cancer Cells by Apoptotic Rate. In Apoptosis and Cancer. Humana
Press. https://doi.org/10.1007/978-1-59745-339-4 3

217. Kanev, M., Muranh, F. G. (2016). Flow sitometri ve kullamim alanlar1. Sakarya Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 20(1), 33-38.

132


https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.07.012
https://doi.org/10.1016/j.joen.2015.04.007
https://doi.org/10.1016/j.joen.2017.07.010
https://doi.org/10.1016/j.joen.2017.06.025
https://doi.org/10.1111/eos.12347
https://doi.org/10.1155/2018/3484653
https://doi.org/10.3390/ma12223694
https://doi.org/10.1046/j.1365-2842.1999.00431.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-2842.1999.00431.x
https://doi.org/10.3109/17453679408995423
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2004.00859.x
https://doi.org/10.17219/acem/64944
https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.03.020
https://doi.org/10.1186/1472-6750-10-43
https://doi.org/10.1016/j.joen.2012.11.026
https://doi.org/10.1007/978-1-59745-339-4_3

218. Dou, L., Yan, Q., & Yang, D. (2020). Effect of five dental pulp capping agents on cell proliferation,
viability, apoptosis and mineralization of human dental pulp cells. Experimental and Therapeutic Medicine.
https://doi.org/10.3892/etm.2020.8444

219. Tsai, C.-L., Ke, M.-C., Chen, Y.-H., Kuo, H.-K., Yu, H.-J., Chen, C.-T., Tseng, Y.-C., Chuang, P.-C.,
& Wu, P.-C. (2018). Mineral trioxide aggregate affects cell viability and induces apoptosis of stem cells
from human exfoliated deciduous teeth. BMC Pharmacology and Toxicology, 19(1).
https://doi.org/10.1186/s40360-018-0214-5

220. Saidon, J., He, J., Zhu, Q., Safavi, K., & Spéngberg, L. S. W. (2003). Cell and tissue reactions to
mineral trioxide aggregate and portland cement. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral
Radiology, and Endodontology, 95(4). https://doi.org/10.1067/moe.2003.20

221. Goldberg, M., Six, N., Decup, F., Lasfargues, J. J., Salih, E., Tompkins, K., & Veis, A. (2003). Bioactive
molecules and the future of pulp therapy. American journal of dentistry, 16(1), 66—76.

222. Camargo, S. E. A,, Camargo, C. H. R., Hiller, K.-A., Rodg, S. M., Schweikl, H., & Schmalz, G. (2009).
Cytotoxicity and genotoxicity of pulp capping materials in two cell lines. International Endodontic Journal,
42(3). https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2008.01506.x

223. Schweikl, H., Spagnuolo, G., & Schmalz, G. (2006). Genetic and Cellular Toxicology of Dental Resin
Monomers. Journal of Dental Research, 85(10). https://doi.org/10.1177/154405910608501001

224. Rezende, T. M. B., Vieira, L. Q., Cardoso, F. P., Oliveira, R. R., de Oliveira Mendes, S. T., Jorge, M.
L. R., & Ribeiro Sobrinho, A. P. (2007). The effect of mineral trioxide aggregate on phagocytic activity
and production of reactive oxygen, nitrogen species and arginase activity by M1 and M2 macrophages.
International Endodontic Journal, 40(8). https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01255.x

225. Zhang, J., Xie, Y., Fan, Q., & Wang, C. (2021). Effects of karanjin on dimethylhydrazine induced
colon carcinoma and aberrant crypt foci are facilitated by alteration of the p53/Bcl2/BAX pathway for
apoptosis. Biotechnic & Histochemistry, 96(3). https://doi.org/10.1080/10520295.2020.1781258

226. Wang, Y., Zhao, Y., & Ge, L. (2014). Effects of the enamel matrix derivative on the proliferation and
odontogenic  differentiation of human dental pulp cells. Journal of Dentistry, 42(1).
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2013.10.020

227. Lee, S.-K., Lee, S.-K,, Leg, S.-I., Park, J.-H., Jang, J.-H., Kim, H.-W., & Kim, E.-C. (2010). Effect of
Calcium Phosphate Cements on Growth and Odontoblastic Differentiation in Human Dental Pulp Cells.
Journal of Endodontics, 36(9). https://doi.org/10.1016/j.joen.2010.04.027

228. Kahya, S., Buyukcangaz, E., & Tayfun CARLI, K. (2013). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Optimizasyonu. In Vet. Med (Vol. 32).

229. Giraud, T., Jeanneau, C., Rombouts, C., Bakhtiar, H., Laurent, P., & About, I. (2019). Pulp capping
materials modulate the balance between inflammation and regeneration. Dental Materials, 35(1).
https://doi.org/10.1016/j.dental.2018.09.008

230. Giraud, T., Jeanneau, C., Bergmann, M., Laurent, P., & About, I. (2018). Tricalcium Silicate Capping
Materials Modulate Pulp Healing and Inflammatory Activity In Vitro. Journal of Endodontics, 44(11).
https://doi.org/10.1016/j.joen.2018.06.009

231. Stein, G. S., Lian, J. B., & Owen, T. A. (1990). Relationship of cell growth to the regulation of tissue-
specific gene expression during osteoblast differentiation. The FASEB Journal, 4(13).
https://doi.org/10.1096/fasebj.4.13.2210157

232. Youssef, A.-R., Emara, R., Taher, M. M., Al-Allaf, F. A., Almalki, M., Almasri, M. A., & Siddiqui,
S. S. (2019). Effects of mineral trioxide aggregate, calcium hydroxide, biodentine and Emdogain on
osteogenesis, Odontogenesis, angiogenesis and cell viability of dental pulp stem cells. BMC Oral Health,
19(1). https://doi.org/10.1186/s12903-019-0827-0

233. Lee, H.-S,, Jung, E.-Y., Bae, S. H., Kwon, K. H., Kim, J.-M., & Suh, H. J. (2011). Stimulation of
osteoblastic differentiation and mineralization in MC3T3-E1 cells by yeast hydrolysate. Phytotherapy
Research, 25(5). https://doi.org/10.1002/ptr.3328

234. Rodrigues, E. M., Cornélio, A. L. G., Mestieri, L. B., Fuentes, A. S. C., Salles, L. P., Rossa-Junior,
C., Faria, G., Guerreiro-Tanomaru, J. M., & Tanomaru-Filho, M. (2017). Human dental pulp cells response
to mineral trioxide aggregate (MTA) and MTA Plus: cytotoxicity and gene expression analysis.
International Endodontic Journal, 50(8). https://doi.org/10.1111/iej.12683

235. Astashkina, A., Mann, B., & Grainger, D. W. (2012). A critical evaluation of in vitro cell culture
models for high-throughput drug screening and toxicity. Pharmacology & Therapeutics, 134(1).
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2012.01.001

133


https://doi.org/10.3892/etm.2020.8444
https://doi.org/10.1186/s40360-018-0214-5
https://doi.org/10.1067/moe.2003.20
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2008.01506.x
https://doi.org/10.1177/154405910608501001
https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01255.x
https://doi.org/10.1080/10520295.2020.1781258
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2013.10.020
https://doi.org/10.1016/j.joen.2010.04.027
https://doi.org/10.1016/j.dental.2018.09.008
https://doi.org/10.1016/j.joen.2018.06.009
https://doi.org/10.1096/fasebj.4.13.2210157
https://doi.org/10.1186/s12903-019-0827-0
https://doi.org/10.1002/ptr.3328
https://doi.org/10.1111/iej.12683
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2012.01.001

236. Banchs, F., & Trope, M. (2004). Revascularization of Immature Permanent Teeth With Apical
Periodontitis: New Treatment Protocol? Journal of Endodontics, 30(4). https://doi.org/10.1097/00004770-
200404000-00003

237. Gronthos, S., Brahim, J., Li, W., Fisher, L. W., Cherman, N., Boyde, A., DenBesten, P., Robey, P. G,
& Shi, S. (2002). Stem Cell Properties of Human Dental Pulp Stem Cells. Journal of Dental Research,
81(8). https://doi.org/10.1177/154405910208100806

238. Brown, L. F., Detmar, M., Claffey, K., Nagy, J. A., Feng, D., Dvorak, A. M., & Dvorak, H. F. (1997).
Vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor:A multifunctional angiogenic cytokine.
https://doi.org/10.1007/978-3-0348-9006-9_10

239. Akbulut, M. B., Uyar Arpaci, P., & Unverdi Eldeniz, A. (2016). ‘Effects of novel root repair materials
on attachment and morphological behaviour of periodontal ligament fibroblasts: Scanning electron
microscopy observation.” Microscopy Research and Technique, 79(12). https://doi.org/10.1002/jemt.22780

134


https://doi.org/10.1097/00004770-200404000-00003
https://doi.org/10.1097/00004770-200404000-00003
https://doi.org/10.1177/154405910208100806
https://doi.org/10.1007/978-3-0348-9006-9_10
https://doi.org/10.1002/jemt.22780

EKLER

EK-1.Etik Kurul Onay1

Evrak Tarih ve Sayisi: 31.12.2021-90645

& TC:
SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI
g Hamidiye Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu

Sayr  :E-46418926-050.99--90645 31.12.2021
Konu :Aragtirma Projesi Deferlendirme Raporu
(21/772)

Saym DrOgr Uyesi Bahar Bagak KIZILTAN ELIACIK

Kurulumuza degerlendiniimek  0zere sunulan. DrOgrUyesi Bahar Basak KIZILTAN
ELIACIK'in sorumlu aragtirmact, Banu Cigek TEZ'in yardimc: aragtirmac oldugu 21/772 kayit numaraly
** Glinlimiizde Direkt ve/veya Indirekt Kuafaj Tedavisinde Kullantlan Materyallerin Demtal Pulpa Kok
Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisitesi ve Biyouyumlulugunun Incelenmesi” bashkli proje Gnerisi
kurulumuzun 24.122021 tarihli toplantisinda degerlendirilmis ve etik agidan uygun bulunmugtur. llgili
kurul karan Ek'te sunulmugtur.

Bilgilerini rica ederim.

Prof. Dr. Fatih GOLTEKIN

Bagkan
Ek:Kurul Karan (| Sayfa)
Bu bedge guvend chietroruk ez the seasdaremnts
Belpe Dogrubers Kecs *BSCBAVIMLY® B Kods 41052 Belpe Takip Adrewi : btp:'www srkiye gov i=aba-chye
-Mckichs [ibbiye-t Sabunc Kamptat, Tdbeye Lad eIk Sclmipe Tl igin AR CEVLAN
Telefon0216 346 36 I8 Faka 0216 346 36 30 Usvau: Merme

Wb htp:/sbu cda tr
Kep Adroa:dui bl kep =

Bu belge,giivenli elektronik imza ile imzalanmgtr.

135



Evrak Tarih ve Sayisi: 27.12.2021-6543 _
\

TC
X SAGLIK BILIMLERI ONIVERSITESI
HAMIDIYE BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Toplanti Tarthi  : 24.12.2021
Toplant: Sayie  :  2021/39
Karar Sayis : 39/4

Kurulumuza degerlendiriimek 0zere sunulan, DrOgr.Uyesi Bahar Basak KIZILTAN
ELIACIK'in sorumlu aragtumaci, Banu Cigek TEZ'in yardime: aragtirmact oldugu 21/772 kayit
numaral ** Glinimbizde Direkt ve/veya Indirekt Kuafaj Tedavisinde Kullanilan Materyallerin
Dental Pulpa Kok Hicreleri Uzerindeki  Sitotoksisitesi ve Biyouyumlulugunun
Incelenmesi” baglkli  proje  Oncrisi  kurulumuzun  24.12.2021 tarihli  toplantisinda
degerlendirilmis ve etik agidan uygun bulunmugtur.

Ash Gibidir

e-imzahdir
Prof. Dr. Fatih GULTEKIN

Bagkan
Dog. Dr. Selda RIZALAR Dog. Dr. Erhan ALABAY
Etik Kurul Oyesi Etik Kurul Oyesi
Dog. Dr. Papatya KELES Dog. Dr. Yasemin AYDIN KARTAL
Etik Kurul Oyesi Etik Kurul Oyesi
Dr. Ogr. Uyesi Banu BAYRAM Dr. Ogr. Oyesi Eray Metin GUOLER
Etik Kurul Oyesi Etik Kurul Oyesi
Dr. Ogr. Uyesi Merve KOLCU Dr. Ogr. Uyesi Gamze TEMIZ
Etik Kurul Oyesi Etik Kurul Oyesi
Dog. Dr. Muzaffer AKDOGAN
Etik Kurul Oyesi
27.12.2021 Memur Ali CEYLAN

Evraks Dogrulamak kin : https://www.turkiye gov.tr/sbu-ebys 26 D=BSFBRAEHBA

136




EK-2.Bilgilendirilmis Onam Formu

Sayin Katilimci,

Bu arastirma, Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Dis Hekimligi Fakiiltesi
Cocuk Dis Hekimligi Ana Bilim Dali doktora 6grencisi Banu Cigek TEZ’in doktora tezi
kapsaminda Dog. Dr. Bahar Basak KIZILTAN ELIACIK damismanlhiginda yiiriitiilecek
olan bilimsel bir ¢alismadir. Bu arastirmada yer almay1 kabul etmeden 6nce, arastirmanin
ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme cergevesinde

Ozgiirce vermeniz gerekmektedir.

Asagidaki bilgileri liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniz olursa sorunuz ve agik

yanitlar isteyiniz.

Bu doktora tez ¢alismasinda, yeni ve giincel kuafaj materyallerinin (Harvard
BioCal®-CAP, NuSmile Neo Putty MTAOQ.65 gram Starter Kit, TheraCal LC(Bisco Inc,
Schamburg, IL, ABD), Dycal (Dentsply) dental pulpa kok hiicreleri iizerinde; canlilik
degerlerinin analiz edildigi MTS test yontemi, apoptoz ve nekroz tayinin yapildig
Annexin V-PI analizi, hiicre karakterizasyonu, hiicre i¢i serbest radikal yogunlugunun
bakildig1 ROS analizi, ALP, OCN, CollA, VEGF, SPARC (Osteonektin)’in bakildig1
Real Time PCR gen ekspresyon degerleri ve hiicresel morfolojideki degisikliklerin
saptandigi SEM goriintiileme yontemi kullanilarak sitotoksisite ve biyouyumluluklarinin

karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Bu caligmada, dental pulpa kok hiicre kaynag: olarak kemik ve/veya yumusak
doku retansiyonlu 3. Biiyiik az1 disleri kullanilacaktir. Sultan Abdiilhamit Han Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Klinigi’ne iiglincii biiyilk azi
disi/dislerinin ¢ekimi i¢in bagvuran hastalarin goniilliiliigli esas alinarak c¢ekilen disleri
toplanacak ve bu c¢alismada kullanilacaktir. Bu calisma kapsaminda, toplanan disler
uygun saklama kosullarinda saklanarak kok hiicre kaynagi olarak kullanilacaktir.
Toplanan dislerden ideal kriterlere uygun olan 3.biiyiik az1 disi segilerek arastirmaya dahil
edilecektir. Bu arastirma i¢in goniillii olan hastalardan 3.biiylik az1 disleri haricinde

herhangi bir veri isteginde bulunulmayacaktir.

Aragtirmaya dahil olan goniilliilerin, ¢ekilmis disleri kullanilacagindan goniillii

i¢cin herhangi bir risk s6z konusu degildir, atik materyal olarak gegmektedir. Goniilliiler,
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aragtirmaya katilmayr kabul etmemeleri ya da arastirmadan ayrilmalart durumunda
herhangi bir olumsuz sonugla kars1 karsiya kalmayacaklardir. “Bu aragtirmada yer almak
tiimliyle sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da
basladiktan sonra yarida birakabilirsiniz. Bu arastirmanin sonuglar1 bilimsel amaclarla
kullanilacaktir. Sizden elde edilen tiim bilgiler gizli tutulacak, arastirma yayinlandiginda

da varsa kimlik bilgilerinizin gizliligi korunacaktir.”

O ‘vukanda yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once goniilliilere verilmesi
gereken bilgileri igeren metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Eksik kaldigmi

diisiindiigiim konularda sorularimi aragtirmacilara sordum ve doyurucu yanitlar aldim.’

O “Yazili ve sézlii olarak tarafima sunulan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla anladigim
kanisindayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigim konusunda karar vermem igin

yeterince zaman tanind1.’

‘Bu kosullar altinda, aragtirma kapsaminda elde edilen sahsima ait ¢ekilmis
disin/diglerin bilimsel amaglarla kullanilmasini, gizlilik kurallarina uyulmak kaydiyla
sunulmasini ve tlizerinde ¢alisilarak sonuglarin yayinlanmasini, hi¢bir baski ve zorlama

altinda kalmaksizin, kendi 6zgiir irademle kabul ettigimi beyan ederim.

Goniillii Katilimer Arastirmaci

imza imza
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