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FARKLI PULPA KUAFAJ MATERYALLERININ TOKSIK
ETKILERININ MORFOLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLER
KULLANILARAK ZEBRA BALIGI (DANIO RERIO) UZERINDE

BELIRLENMESI

OZET

Amag: Bu caligmanin amaci, pulpa kuafaj tedavisinde kullanilan MTA Angelus (Angelus,
Brezilya), Biodentine (Septodont, Fransa), Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific,
Elmshorn, Almanya) ve Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental International GmbH,
Almanya) materyallerinin in vivo zebra baligi modeli lizerinde sitotoksik etkilerini ve

biyouyumluluklarini incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Zebra baligi embriyolari, farkli dozlarda seyreltilmis kuafaj
materyallerine maruz birakilmistir. 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde tiim deney gruplari
stereomikroskop altinda degerlendirilerek sag kalim ve koryondan c¢ikis oranlari
kaydedilmistir. Apoptoz belirlenmesi i¢in akridin oranj ve Cleaved Caspase-3 yontemleri
kullanilmistir. Floresan ve konfokal mikroskop goriintiilemeleri yapilarak GraphPad Prism
8.0.2. (GraphPad Prism, San Diego, CA) programi ile analiz edilmistir. Bulgularinin

karsilastirilmal analizi i¢in iki Yonlii Anova analizi kullanilmistir.

Bulgular: 120. saatte sag kalim oranlar1 degerlendirildiginde MTA Angelus ve
Biodentine’in sadece diislik dozlarinda sag kalim oraninin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte Oxford ActiveCal PC ve Harvard BioCal-CAP’in yiiksek dozlarinda sag
kalim oranlar1 kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Koryondan ¢ikis sonuglari
incelendiginde tiim materyallerin yiiksek dozlarinda gecikme oldugu belirlenmis, diisiik
dozlarda ise kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Akridin oranj ile yapilan
apoptoz analizinde Oxford ActiveCal PC ve MTA Angelus’un tiim dozlarinin apoptozu
indiikledigi goriilmiis Harvard BioCal-CAP ve Biodentine’in ise en diigilk dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir. Cleaved Caspase-3 yontemi ile bu

apoptoz sonuclar1 dogrulanmastir.
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Sonuc¢: Tiim materyallerin artan dozlarinda zebra balig1 embriyolar1 tizerinde
toksik etkili oldugu ve embriyolarin koryondan c¢ikisini geciktirdigi gozlenmistir.
Apopitoz sonuglar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda rezin ile modifiye edilmis kalsiyum
silikat esasli materyaller (Oxford ActiveCal PC ve Harvard BioCal-CAP) geleneksel
kalsiyum silikatlara (MTA Angelus ve Biodentine) kiyasla daha biyouyumlu

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyouyumluluk, in Vivo, Pulpa Kuafaji, Toksisite, Zebra
Baligi.
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INVESTIGATION OF TOXIC EFFECTS OF DIFFERENT PULP
CAPPING MATERIALS ON ZEBRAFISH (DANIO RERIO) USING
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

ABSTRACT

Aim: This study aimed to investigate the cytotoxic effects and biocompatibility
of MTA Angelus (Angelus, Brazil), Biodentine (Septodont, France), Oxford ActiveCal PC
(Oxford Scientific, Elmshorn, Germany) and Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental
International GmbH, Germany) used in pulp capping treatment on the in vivo zebrafish

model.

Materials and Methods: The zebrafish embryos were exposed to various dilutions
of pulp capping materials. Survival and hatching rates were recorded by evaluating all
experimental groups under a stereomicroscope at 24, 48, 72, 96, and 120 hours. Acridine
orange and Cleaved Caspase-3 methods were employed to determine apoptosis. Fluorescent
and confocal microscopy images were captured and analyzed using GraphPad Prism 8.0.2
software (GraphPad Prism, San Diego, CA). Two-way ANOVA analysis was utilized for

comparative analysis of the findings.

Results: At the assessment of survival rates at 120 hours, MTA Angelus and
Biodentine exhibited high survival rates only at low doses. Oxford ActiveCal PC and
Harvard BioCal-CAP demonstrated survival rates similar to the control group even at high
doses. Hatching results revealed a delay at high doses for all materials, while at low doses,
a resemblance to the control group was observed. In the analysis of apoptosis using acridine
orange, Oxford ActiveCal PC and MTA Angelus induced apoptosis at all doses, while
Harvard BioCal-CAP and Biodentine did not show statistically significant differences at
their lowest doses. These apoptosis results were confirmed using the Cleaved Caspase-3

method.

Conclusion: Zebrafish embryos are adversely affected by increasing doses of all
materials, causing toxicity and delaying the hatching of embryos. In consideration of the
apoptosis results, resin-modified calcium silicate materials, Oxford ActiveCal PC and
Harvard BioCal-CAP, have been found to be more biocompatible compared to traditional

calcium silicates such as MTA Angelus and Biodentine.
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Key Words: Biocompatibility, In Vivo, Pulp Capping, Toxicity, Zebrafish.
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1. GIRIS VE AMAC

Vital pulpa tedavisi (VPT), pulpaya yaklasan veya pulpay1 iceren derin ¢iiriikk
lezyonlarinda, travma ya da mekanik nedenlerle pulpa dokusunun ekspozu durumunda
diglerin biitlinliiglini, saglhigin1 ve pulpal canlilig1 korumak i¢in uygulanan farkl tedavi
stratejilerine verilen genel addir (1). VPT apeksogenezin devami i¢in immatiir daimi
diglerin tedavisinde temel olarak direkt ve indirekt pulpa kuafaji, parsiyel ve tam
pulpotomi gibi pulpotomi prosediirlerini icermektedir (2). VPT yontemlerinden biri olan
direkt/indirekt pulpa kuafajinin temel amaci pulpa dokusunun biitlinliigiinii korumaktir.
Ideal bir direkt/indirekt pulpa kuafaj materyali nekroza yol acabilecek inflamatuar pulpal

yanita neden olmamal1 ve uygulandig1 bolgede reperatif dentin olusumunu saglamalidir
3).

Bu amagla indirekt ve direkt pulpa kuafajinda kullanilan bir¢ok materyal
mevcuttur. Bunlarda biri uzun yillardir altin standart olarak kabul edilen kalsiyum
hidroksittir. Bu materyal ¢ok iyi antibakteriyel 6zellige sahiptir ve pulpal iyilesmeyi
saglamaktadir. Cinko oksit 6jenol, cam iyonomer siman, adeziv rezinler, trikalsiyum ve
dikalsiyum silikatlar gibi diger kuafaj materyallerinin de pulpanin iyilesmesini
hizlandirdig1 bilinmektedir (4). Trikalsiyum ve dikalsiyum silikatlarin kalsiyum hidroksit
ile karsilastirildiginda daimi dislerin ¢iiriik ile ekspoze olmus pulpalarinda giivenilir ve
uzun vadeli sonuglar gosterdigi bildirilmistir (5-7). Bu materyaller, ekspoze olmusg
pulpanin iizerine uygulandiginda bakteriyel mikrosizintiy1 6nleme (8,9), Ca ve OH iyon
salimimi, yiiksek alkalinite, apatit olusumunun uyarilmasi, biyouyumluluk ve bakterisidal
etki gibi birgok 6zellige sahiptir (10,11). Ca ve OH iyonlarinin salinim1 sayesinde hiicre
farklilagmasi ve ¢ogalmasi, yara iyilesmesi, doku onarimini ve sert doku mineralizasyonu

(dentin kopriisii olusumu) gerceklesmektedir (7,12).

Geg¢misten glinlimiize dental pulpa ile dogrudan temas halinde olmayan rezin bazl
materyaller dental restorasyonlarda basartyla kullanilmaktadir (13). Rezin ile modifiye
edilmis kalsiyum hidroksit ve kalsiyum silikatlar; daha yliksek mekanik dayanima, daha
iyi ve daha kolay kullanima, daha hassas yerlestirilme ve aninda 1sikla sertlestirilebilme
ozelligine sahiptir. Bu avantajlarin  yan1 sira dental restoratif materyallerin
polimerizasyonu sonrasinda olusan artik monomerlerin sitotoksik etki gosterdigi

bilinmektedir (14).



Bu nedenle, pulpa ile dogrudan temas halinde olan kalsiyum silikatlarin ve rezin
ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin sitotoksisiteleri ve biyouyumluluklarinin

arastiritlmasi 6nem kazanmaktadir (13).

Son donemde yapilan c¢alismalarda, vital pulpa tedavilerinin Onemi
vurgulanmaktadir. Bu tedavilerin basarisi, pulpa lizerine uygulanacak materyallerle
dogrudan iliskilidir. Bu ama¢ dogrultusunda yeni materyaller gelistirilmektedir. Ancak
ozellikle rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlar basta olmak iizere bu alanda
yapilacak bilimsel ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Bu doktora tez galigmasi,

literatiirdeki bu boslugu doldurmay1 hedeflemektedir.

ISO standartlari, dis hekimliginde kullanilan materyallerin biyouyumlulugu ile
ilgili boliimler icermektedir. Bu standartlara gore dentin ve pulpa ile dogrudan temas
halinde olan dental materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla
maymunlar, kdpekler veya gelincikler gibi memelilerin veya 6zel amaglar icin diger
tiirlerin kullanilabilecegi belirtilmektedir (4). Gliniimiizde sitotoksisite ¢alismalarinda,
genetik ve fizyolojik olarak insan ile benzerlik gostermesi nedeni zebra baligi tercih
edilmeye baslamistir. Ozellikle dental materyallerin zebra baligi ve insan {izerindeki
etkileri birbirleriyle iliskilendirilebilmektedir (15,16). Ozetle, insanlar ve zebra balig
arasindaki hiicresel, yapisal ve biyokimyasal benzerliklerin, kimyasal ve diger
maddelerin insan topluluklar1 tizerindeki olasi etkilerin hizl1 bir sekilde tahmin edilmesini
saglayacagi belirtilmektedir. Gelecekte zebra baligi kullanilarak yapilan arastirmalarin

bir¢ok avantaji nedeni ile sayisinin artacagi diigiiniilmektedir (17).

Bu doktora tez ¢aligmasinin amaci, direkt ve indirekt pulpa kuafaj materyali
olarak kullanilan geleneksel (MTA Angelus (Angelus, Brezilya), (Biodentine (Septodont,
Fransa)] kalsiyum silikatlarin piyasaya yeni siiriilen rezin ile modifiye edilmis kalsiyum
silikat materyallerinin [(Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya),
Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental International GmbH, Almanya)] sitotoksik
etkilerini ve biyouyumluluklarini karsilastirilarak incelemektir. Bu tez ¢alismasinda,
bircok bilim dalinin c¢alismalarinda siklikla kullanilmasina karsin dis hekimligi
caligmalarinda kullanimi yayginlasmamis bir model organizma olan in vivo zebra balig
modeli kullanilmistir. Bu tez ¢alismasi ile dis hekimliginde sitotoksisite ¢alismalarina
yeni bir bakis acist getirilerek in vivo c¢alismalarin kalite ve kantitesinin artirilmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. VITAL PULPA TEDAVILERI

Pulpa, dentin duvarlari i¢inde yer alan, vaskiiler bir yapiya ve innervasyona sahip
bir dokudur. Pulpa, icerisinde bulunan biiylime faktorleri, sitokinler ve odontoblastlar
sayesinde dis uyaranlara yanit verebilmekte, dis dokularimin beslenmesini ve
mineralizasyonunu saglamakta, ndronal duyarliligi iyilestirebilmektedir (18). Dentin ise
pulpa i¢inde bulunan odontoblastlar tarafindan {iretilen hayati ve hiicresel bir dokudur.

Bu nedenle dentin ve pulpa bir kompleks olarak birlikte diigiiniilmelidir (19).

Dentin-pulpa kompleksi, mikroorganizmalarin ve mikrobiyal {irlinlerin
diflizyonunu azaltmak icin birkag savunma mekanizmas1 gelistirmektedir. Bu
mekanizmalar, dentin tiibiillerinin sklerozunu ve tersiyer dentinin olusumunu igerir (20).
Cirtik lezyonunun ilerlemesi sirasinda dentin demineralize olurken dentin-pulpa
kompleksinden ise TGF 3, ADM ve IGF-1/-2 dahil olmak {izere bir dizi biiylime faktorii
salimir (21-24). Bu biiyiime faktorleri, pulpa onarimi ve rejenerasyonunda yer alan
stirecleri hizlandirarak pulpal yanit iizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilmektedir
(25,26). Devam eden arastirmalar, dentinde bulunan farkli biiyiime faktorlerinin etkisini
gostermektedir (27). Dentin-pulpa kompleksi, geri doniigiimsiiz pulpitis semptomlari
gosteren dislerde de rejeneratif potansiyel gostermektedir. Bu ylizden pulpitis
siniflandirmasinin  gézden gegirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir (28). Ciiriigiin
ilerlemesi sirasinda pulpada inflamasyon meydana gelmeden once odontoblastlarda
dejeneratif degisiklikler meydana gelir (29). Bu degisiklikler, cliriige temas eden
hiicrelerin alttaki hiicreden zengin tabakada bulunan odontoprogenitor hiicrelerle yer
degistirmesine yol agabilir. Bu mezenkimal hiicrelerin odontoblast benzeri hiicrelere
farklilagmasi, ¢iirik lezyonun genisligine bagli olarak reperatif dentin iiretimini

saglamaktadir (30).

Ciiriikle enfekte olmus dentin ve pulpada gergeklesen biyolojik iyilesme siirecleri
g0z Oniline alinarak vital pulpa tedavisine iliskin yeni bir anlayis ortaya ¢ikmigtir (31).
Vital pulpa tedavisi (VPT); derin dentin ¢iirligli, travma, restoratif prosediirler veya
iatrojenik sebeplerden etkilenen pulpa dokusunu korumayi ve vitaliteyi siirdiirmeyi

amaclayan bir tedavi yontemi olarak tanimlanmaktadir (32).



Bu tedavi yontemi ozellikle apikal kok gelisimi tamamlanmamis geng eriskin
diglerde onemlidir. Pulpa dokusunun iyilesme kapasitesinin, yasli hastalara kiyasla
yiiksek olmasi nedeniyle VPT'nin sadece geng hastalarda yapilmasi onerilmistir (32,33).
Ancak hasta yasinin yaninda kok apeksinin durumunun da VPT'nin sonucu iizerinde
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu tedavinin mikrobiyal kontaminasyon engellenebilirse
pulpa dokusunun dogustan gelen onarim kapasitesi sayesinde yasli hastalarda da basaril

bir sekilde uygulanarak pulpa dokusunun korunabilecegi sdylenmektedir (34).

VPT {izerine yapilan son klinik aragtirmalar, yeni tedavi protokolleri gelistirmek
icin segenekler sunmaktadir (27,34,35). Bu tiir tedavi yontemlerinin iki dnemli avantajt
vardir: birincisi, pulpa dokusu ve dolayisiyla fizyolojik ve savunma fonksiyonlarinin
devaminin saglanmasi; ikincisi, dig dokusu biitlinliigliniin korunmasidir. Ayn1 zamanda
kismen etkilenmis pulpadan gelen biyolojik bir bagisiklik tepkisi, apikal bolgenin
enfeksiyonunu Onleyerek iyilesmeyi saglayabilir (34). Vital pulpa tedavilerinin

sonuclarinin geleneksel kok kanal tedavisiyle karsilastirilabilir oldugu gosterilmistir (36).

VPT'nin basarisin1 etkileyen birgok faktér mevcuttur. Pulpa canliliginin
stirdiiriilmesi icin yeterli kan akimini varligr 6nemlidir (30). Bunun yani sira, VPT'nin
basarisi i¢in saglikli bir periodonsiyum gereklidir. Orta ve siddetli periodontal hastalig1
olan disler tedavi i¢in uygun bulunmamaktadir (37). Ayni zamanda, ideal bir koronal
sizdirmazligin saglanabildigi dislere VPT uygulanmast Onerilmektedir. VPT'nin
prognozu, koronal sizdirmazligin yetersiz oldugu ve bunu takiben bakteriyel mikrosizinti
olan vakalarda 6nemli dl¢lide azalmaktadir (38). VPT'de en 6nemli konulardan biri de
pulpa dokusunun durumudur. Duyarlilik ve agri testi gibi klinik belirti ve semptomlar
pulpa durumunu tam olarak yansitmamaktadir (39,40). Klinik semptomlar
degerlendirilerek yapilan vital pulpa tedavilerinin oldukca basarili oldugu gosterilmistir
(41-43). Pulpadaki kanamanin derecesi inflamatuar durumun iyi bir gdstergesi olabilir
(41). Durdurulmasi zor olan ve artan kanama, enflamatuar yanitin pulpa dokusuna
yaylldigin1 ve tedavi prosediiriiniin, direkt pulpa kuafajindan parsiyel pulpotomiye

degistirilmesi gerektigini diisiindiirmelidir (32).



Ozetle, tedavi dncesi ve sirasinda karsilasilan klinik bulgularla birlikte, potansiyel
olarak pulpa ve dis dokusunu korumak icin vital tedaviler tercih edilebilir. Pulpa
biyolojisi ve pulpanin dentine bagl biyoaktif biiylime faktorlerinin salinmasina tepkisi
konusundaki gelismeler, pulpanin 6nemli rejeneratif yetenege sahip oldugunu ve
inflamasyonun pulpanin iyilesme tepkisinin normal bir par¢ast oldugunu agikca ortaya

koymaktadir (44).

2.1.1 indirekt Pulpa Kuafaji

Indirekt pulpa kuafaji, pulpanin ekspozunu énlemek i¢in pulpaya yakin etkilenmis
dentine biyouyumlu bir materyalin uygulandig: prosediir olarak tanimlanir (2). Bu tedavi
yonteminin amact primer odontoblastlar1 korumak ve pulpa-dentin birlesiminde
reaksiyoner dentini olusumunu desteklemektir (45,46). Ancak dentin-pulpa
kompleksindeki ¢iiriigiin yayilimina bagli olarak bazi primer odontoblastlar yikima
ugrayabilir ve reaksiyoner dentin ile reperatif dentin olusur (46). Biyoaktif kuafaj
materyalleri odontoblastlar1 reaksiyoner ve reperatif dentin olusturmalar: i¢in uyararak
mevcut dentinin remineralizasyonunu desteklemekte ve dentin-pulpa kompleksini

korumaktadir (47).

Derin dentin giiriiklerinde disteki ¢iiriigiin tamamen uzaklastirilmasi veya ¢iiriigiin
bir kismimin birakilarak pulpa ekspozunun 6nlenmesi seklinde iki secenek mevcuttur
(47). Yapilan bir calismada, hekimlerin sadece %17’si pulpa ekspozunu 6nlemek igin
kalan ciiriigii yerinde birakacaklarin1 ve disi restore edeceklerini bildirmistir (48,49).
Bununla birlikte, indirekt pulpa kuafajinin basarisi tartismalidir. Yapilan birkag¢ ¢aligma,
clriiglin kismen veya tamamen temizlendigi ve restorasyonun tamamlandigi disleri
karsilagtirmistir. Her iki gruptaki dislerin de esit bagariya sahip oldugu gosterilmistir (50—
52).

Ek olarak, parsiyel c¢liriik temizleme, pulpanin ekspoz olma olasiligin1 énemli
olgtide azaltir (53,54). Yakin tarihli bir sistematik incelemenin sonuglarina gore, pulpanin
ekspoz olma riskini azaltmanin yani sira postoperatif pulpa semptomlarini da azalttig
bildirilmektedir (55). Ancak kavitede birakilabilecek dentin miktar1 tartismali
oldugundan iyi bir marjinal adezyon elde edebilmek i¢in periferdeki ciiriik dentini
tamamen uzaklastirmak ve pulpaya yakin alandaki ciirtikleri de olabildigince

uzaklagtirmak gerekmektedir (56).



Parsiyel ¢iiriik temizleme, derin ¢liriiklii dislerde tamamen ¢iiriigiin temizlenmesi
ile karsilastirildiginda, pulpa ekspoz riskini %98 oraninda azaltmaktadir. Cilirtiglin
parsiyel olarak uzaklastirilmasinin belirti, semptom, pulpitis olusumu veya restorasyonun
uzun Omiirliliigli agisindan herhangi bir dezavantajinin bulunmadigi; sizdirmaz bir
restorasyon varliginda basari i¢in ¢ilirii§iin tamamen temizlenmesinin gerekli olmadigi

bildirilmektedir (57,58).

Geleneksel olarak, kalsiyum hidroksit, alkali pH'' ve pulpa-dentin
remineralizasyonunu indiikleyen biyouyumlu 6zellikleri nedeniyle indirekt pulpa
kuafajinda tercih edilmektedir. Bununla birlikte, uzun siireli ¢oziiniirliigii ve dentine
adezyonu ile ilgili endiseler sebebiyle rezin modifiye cam iyonomer simanlar gibi bazi

adeziv materyaller de Onerilmistir (59).

Mickenautsch ve arkadaslari, sistemik bir derlemede, derin kavitelerde kalsiyum
hidroksit ve rezin modifiye cam iyonomer simanin pulpa {iizerindeki etkisini
degerlendirmis ve iki materyal arasinda 6nemli bir fark bulamamislardir (60). Ayrica
Hayashi ve arkadaslari, tannin-floriir preparati ile birlestirilmis antimikrobiyaller ve
polikarboksilat siman gibi diger materyallerin kaide olarak kullanilabilecegini, bu
materyallerin karyojenik bakterileri azaltabildigini ve remineralizasyonu kalsiyum

hidroksit kadar etkili bir sekilde tesvik edebildigini bildirmistir (56).

2.1.2 Direkt Pulpa Kuafaji

Cirtik, travma, mekanik nedenler veya digin preparasyonu sirasinda pulpa ekspoz
olabilmektedir. Dogrudan aciga c¢ikan pulpa dokusunun iizerine biyouyumlu bir
materyalin yerlestirildigi direkt pulpa kuafaji, pulpa iyilesmesini desteklemekte ve onarici
dentin olusumunu saglamaktadir. Basarili bir direkt pulpa kuafaj1 daha invaziv, kapsaml
ve pahali tedavi ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir. Direkt pulpa kuafajinin basarisini

etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir (47).

Pulpanin ekspoz oldugu bdlgede primer odontoblastlar zarar gorerek enflamasyon
baslamaktadir. Bu nedenle, reperatif dentini liretmek i¢in altta bulunan enfekte olmamis

vital pulpada progenitor/kok hiicrelerin toplanmasi ve farklilagsmasi gerekmektedir (46).



Dentin matrisinden salinan doniistiiriicii biiylime faktorleri (TGF) ve hiicre dist
matris molekiilleri gibi biiylime faktorleri, progenitor/kdk hiicrelerin odontoblast benzeri
hiicrelere farklilagmasini saglayabilmektedir. Ayrica, kalsiyum hidroksit ve MTA gibi
pulpa kuafaj materyalleri dentin matriksinden biiylime faktorlerinin salinmasini

saglayarak reperatif dentin olusumunu indiiklemektedir (61).

Direkt pulpa kuafajinin yalnizca yakin zamanda mekanik veya travmatik olarak
pulpasi ekspoz olan dislerde yapilmas1 6nerilmistir (62). Yapilan bir arastirmada, ekspoz
pulpaya sahip daimi diglere uygulanan vital pulpa tedavileri gézden gecirilmistir(34).
Direkt pulpa kuafajinin bagar1 orani, takip siiresine bagli olarak %87,5 ila %95,4 olarak
bulunmustur. Literatiirde iatrojenik pulpa ekspozu sonrasi uygulanan tedavi sonuglariyla
ilgili bildirilen degerler %70 ila %98 arasinda degismektedir. Bu durumda ikisi arasinda

fark goriilmemektedir (63).

Direkt pulpa kuafajinda mikroorganizmalarin énemli rol aldigi bilinmektedir.
Kalan bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlar veya dolgu marjininde meydana gelen
sizint1 sebebiyle tedavi basarisiz olabilir. Bu nedenle, rubber dam ve aseptik tedavinin

yani sira iyi bir restorasyon ile kavite hemen restore edilmelidir (62—64).

Bazi ¢alismalar, ¢liriik nedeniyle pulpanin ekspoz oldugu durumlarda direkt pulpa
kuafajinin basarisinin daha diigiik oldugunu gostermistir (62,65). Ciiriigiin pulpaya
penetrasyonu bakteriyel invazyona yol acarak pulpal inflamasyona neden olur. Bu
durumda, onceden var olan enflamasyonun mevcut olmadigi mekanik bir maruziyete
kiyasla pulpal yanit ve iyilesme daha az olmaktadir (66—69). Ayn1 zamanda asemptomatik
olan ve hi¢bir klinik veya radyolojik patoloji belirtisi gostermeyen disler direkt pulpa
kuafajina daha olumlu bir yanit vermektedir (65). Pulpa kuafaji sirasinda kalici
restorasyonun iyi ve sizdirmaz bir sekilde yerlestirilmesi klinik basari i¢in ¢ok dnemlidir
(54,57,64,65,70—-73). Bunun yaninda pulpa kuafaj ajaninin yerlestirilmesinden once
pulpal kanamanin kontrol altina alinmasi direkt pulpa kuafajinin basarisini etkileyen

onemli faktorlerden biridir (37,41,74).

Kanama kontrolii, ekspoz pulpa iizerine bir soliisyona batirilmig pamuk pelet
yerlestirilerek yapilmaktadir (75). Ayni zamanda steril bir pamuk peletle mekanik basing
uygulanmast gibi cesitli segenekler mevcuttur. Buna ek olarak, dezenfeksiyon

protokollerine de ana prensip olarak uyulmalidir (76).



Salin, %0,12 ila %5,25 arasinda degisen konsantrasyonlarda sodyum hipoklorit,
hidrojen peroksit, ferrik siilfat ve klorheksidin dahil olmak iizere gesitli soliisyonlar
kullanilabilmektedir. Salin veya kalsiyum hidroksit ¢ozeltileri, sitotoksisite testlerinde

pulpayla en biyouyumlu bulunan soliisyonlardir (75).

In-vivo caligmalar, salinin en hafif pulpal yanit gosterdigini ve ¢ogu ¢alismada
kullanilan soliisyon oldugunu belirtmektedir. Sodyum hipoklorit, artmis pulpal
inflamatuar yanit gostermekle birlikte antibakteriyel ozelliklere sahip olma ve iyi
derecede kanama kontrolii saglama avantajlarina sahiptir (77-81). Ayrica pihtiyr ve
dentin talaslarin1 giderebilen, kavite arayiiziinii dezenfekte edebilen ve dentin kopriisii
olusumuna yardimct olan bir ajan olarak onerilmistir (82). Bir¢cok calismada ve klinik

raporlarda da etkin olarak kullanilmistir (77-81).

Klorheksidin, antibakteriyel bir ajan olmasina ragmen kanama kontroliinde
sodyum hipoklorit kadar etkili bulunmamaktadir. Olgii almak ve doku retraksiyonu igin
kullanilan diger hemostatik ajanlar ile ilgili literatiir sinirhidir. Yapilan az sayida
caligmada, ferrik siilfatin pulpa kanamasini kontrol etmek i¢in daha yaygin olarak
kullanilan diger soliisyonlarla karsilastirildiginda pulpa yanitinda 6nemli bir fark
olmadig1 ancak islem sonrasinda agrida 6nemli dl¢iide artig gosterdigi bildirilmistir (77—

81).

Bazi ¢aligmalarda yas, cinsiyet, dis, spontan agr1 varligi, ekspoz alanin biiyiikligii
ve kanamanin tedavinin basar1 orani iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bahsedilen

faktorlerin basar1 orani iizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 bulunmustur (41).

2.1.3. Pulpotomi

Pulpotomi, sadece etkilenmis koronal pulpanin ¢ikarildigi ve kok pulpasinin
korundugu, pulpektomiyi oOnlemek ve disin canliligini devam ettirmek amaciyla
uygulanan bir tedavidir (83). Pulpotomi tedavisinde, koronal pulpa ¢ikarildiktan sonra
dentin kopriisii olusumunu saglamak ve kalan kok pulpasinin sagligini korumak i¢in kok
kanal agizlarma kalsiyum hidroksit veya MTA gibi biyouyumlu bir materyal
uygulanmaktadir (84,85). Bu tedavi sonucunda olusan dentin kopriisiiniin kalsifikasyonu
zayiftir ve gozenekli bir yapisi vardir (86,87). Dogru teshis ve tedavi plani ile uygulanan
pulpotomi tedavisi, immatiir daimi dislerde apikal kapanmayir ve kok gelisimini

saglamaktadir (88).



Biyomateryaller ve pulpa biyolojisi ile ilgili son arastirmalar, geri doniisiimsiiz
pulpitis teshisi konulmus ve pulpotomi tedavisi uygulanan daimi dislerde basari
oranlarinin arttigin1 gostermektedir (35). Yapilan bir sistematik derlemede, pulpotomi

basar1 oraninin daimi dislerde %90'dan yiiksek oldugu bildirilmistir (34).

Cvek ve arkadaslari, travma veya iatrojenik sebeplerle ekspoz olan maymun
pulpalarinda inflamatuar reaksiyonlarinin derinligini inceledikleri bir ¢alismada;
inflamasyonun, 48. saatte pulpaya dogru 1,5 mm- 2 mm, 168. saatten sonra ise 0,8 mm-
2,2 mm’ye kadar yayildigim1 bildirmistir. Bu nedenle, pulpa lizerine uygulanacak
materyalin etkili olabilmesi i¢in, ekspoz yerinin yaklasik 2 mm altinda bulunan pulpa
dokusu ile temas halinde olmasi gerektigi bildirilmistir (89). 1987 yilinda Fuks ve
arkadaglarinin farkl tip ve siddette travmatik yaralanmalara sahip 63 dise pulpotomi

uyguladiklar1 bir ¢alismada ise, %94 basar1 orani gosterilmistir (90).

Basaris1 kanitlanmasina ragmen, pulpotomi, koronal kisimda kaybedilen dentin-
pulpa kompleksinin yenilenmesini saglamamaktadir (83).

2.2. VITAL PULPA TEDAVILERINDE KULLANILAN MATERYALLER

Literatiirde pulpa tedavilerinde bircok materyalin kullanimi 6nerilmistir. Ancak

herhangi bir materyalin digerine istiinliigii tartismalidir (47).
Ideal pulpa kuafaj materyallerinin sahip olmas1 gereken 6zellikler sunlardr;
* Reperatif dentin olusumunu tesvik etmeli
* Pulpa vitalitesini korumali
» Bakterisidal veya bakteriyostatik olmali
* Dentin ve diger restoratif materyallere iyi bir sekilde baglanmali

* Final restorasyonun yerlestirilmesi sirasinda gosterilen kuvvete ve

cigneme kuvvetlerine direngli olmal
* Flortir salmal
» Steril olmali
* Radyoopak olmali

» Bakteriyel sizdirmazligt saglamali (91).



2.2.1. Cinko Oksit Ojenol (ZOE)

Cinko oksit ojenol (ZOE), sedatif ve palyatif 6zellikleri nedeniyle pulpal agri
durumlarinda dis hekimliginde en sik kullanilan materyallerden biridir (92-95)
Bakteriyel membran proteinlerine etki eden bir antimikrobiyal materyallerdir (96) ve

uzun yillardir kaide, siman ve gegici restoratif materyal olarak kullanilmaktadir (97-100).

Restoratif prosediirlerde kaide olarak kullanildiginda 1s1 yalitimi saglamaktadir.
Ayrica siit dislerinde kanal dolum ve periodontal tedavilerde antimkrobiyal yara kapatma
materyali olarak kullanilmaktadir. Genellikle derin kaviteye yerlestirildiklerinde hafif bir
pulpa tepkisine yol agmaktadir. Direkt ekspoz pulpa iizerine yerlestirildiginde kalsifik

onarimmin olmadig kalici bir kronik enflamasyon yaygin olarak rapor edilmistir (92).

Bununla birlikte, ojenol kronik bir inflamatuvar tepkiye neden oldugundan ve
ayni zamanda dis pulpasinin savunmasinda bagisiklik tepkisini inhibe ettiginden, direkt

pulpa iizerine uygulandiginda c¢esitli toksik etkiler bildirilmistir (92-95).

ZOE, sitotoksik konsantrasyonlarda ojenolii serbest birakmaktadir (100-103).
Ojenoliin sitotoksisitesi dolayisiyla direkt pulpa kuafajinda kullanimi tartigmalidir (97—
99,103). Ojenoliin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bile insan pulpa fibroblastlarinda

yiiksek toksisiteye neden oldugu bildirilmistir (104).

ZOE ayrica yiiksek diizeyde araylizey sizintis1 géstermektedir (105). ZOE'nin
ojenol salimina bagl olarak biyolojik bir 6rtme kabiliyetine sahip oldugu ve bu nedenle
sizintinin 6nemli olmadig1 sdylenmektedir. Ancak ojenol saliminin zamanla 6nemli
ol¢tide diistiigii ve ZOE'nin bakteriler lizerindeki etkinliginin agizda kaldig siire uzadikca

azaldig1 tahmin edilmektedir (100).

2.2.2. Adeziv Sistemler

Dentine adezyon saglayabilen adeziv  sistemlerin  pulpayr  bakteri
kontaminasyonundan koruyabilecegi diisiiniilmiistiir (106) ve yaklagsik 27 y1l 6nce direkt
pulpa kuafaj1 ajan1 olarak kullanilmak iizere adeziv sistemler onerilmistir (107). Ancak
adeziv sistemlerin tiim bilesenlerinin pulpa hiicreleri i¢in sitotoksik oldugu gosterilmistir

(108).
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Toksisite, hem c¢ok bilesenli hem de tek bilesenli adeziv sistemlerinde
goriilmektedir. Adezivlerin igerisindeki ¢esitli bilesenlerin toksik etkileri, pulpayla
temasinin siiresi ile orantili olarak artmaktadir (109). Ayrica adeziv igerisinde bulunan
bilesenlerin polimerize olmadiginda polimerize oldugundan daha toksik oldugu

bildirilmistir (108,110).

Ratlar iizerinde yapilan calismalarda, adeziv uygulamasi ile pulpa iyilesmesi
bildirilmistir ve pulpa kuafajinda adezivlerin kullanilmasina olan ilgi artmigtir (111-113).
Kopekler tizerinde yapilan bazi ¢alismalarda ise kalsiyum hidroksit ile karsilastirildiginda
adezivlerle pulpa kuafajinin daha diisiik iyilesme gosterdigi bildirilmistir (114,115).
Primatlar {izerinde yapilan birka¢ ¢aligmada pulpanin mekanik olarak ekspoz oldugu
durumlarda kontamine olmamis pulpaya yerlestirilen adeziv sistemlerin kalsiyum

hidroksitle karsilastirilabilir diizeyde iyilesme sagladig: bildirilmektedir (116—121).

Insanlar {izerinde yapilan direkt pulpa kuafaji ¢aligmalarinin sonuglar1 hayvan
caligmalar1 ile benzer sonuglar gostermemektedir. Kalsiyum hidroksit ile adezivlerin
karsilastirildig1 birkag¢ klinik ¢aligmada; kalsiyum hidroksitin etch-and-rinse veya self-
etch sistem olmasina bakilmaksizin adeziv sistemlere kiyasla dnemli dlclide daha iyi
pulpa onarimi sagladig: bildirilmektedir (122—-126). Ancak bakterilerle kontamine olmusg
mekanik pulpa ekspozunun sonuglari incelendiginde adeziv uygulanan pulpanin kalsiyum
hidroksit uygulanan gruplara kiyasla zayif pulpal iyilesme bildirilmistir (127,128). Bu
materyaller pulpa inflamasyonu ve sert doku olusumu acisindan MTA ile
karsilastirildiginda olumlu yanit gostermemistir (129). Tiim MTA o6rneklerinde yeni bir
dentin kopriisii olusumu gozlenirken, adeziv materyal iceren grupta pulpal nekroz ve

enflamasyonla birlikte sadece ¢ok az sert doku birikimi goézlenmistir (130,131).

Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda adeziv sistemlerin basarisiz bulunmasinin
birka¢ nedeni vardir. Birincisi adezivlerin pulpa hiicreleri iizerindeki direkt sitotoksik
etkileridir (108). Ayrica adezivlerin etch ve primer bilesenleri vazodilator etki gostererek
pulpadaki kanamanin artmasina neden olmaktadir. Bu kanama, komsu dentin dokusunu
etkiler ve adezyonu bozar (81,123,132). Pulpa kuafaji bolgesindeki artan nem, adezivin
polimerizasyonunu azaltir (133). Son olarak, rezin bilesenleri, pulpanin bagisiklik
yanitin1 azaltarak pulpanin bakteriyel kontaminasyona karsi savunma yeteneginin de

diismesine neden olur (134).

11



Yapilan bir ¢aligmada, adeziv sistemlerin diisiik pulpa iyilesmesine ve bakteri
yoklugunda bile kronik enflamasyona neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica pulpa
kuafajinda kullanilan adeziv sistemlerin ¢iiriikten etkilenmis pulpanin iyilesme

kapasitesini de azaltacagi soylenmektedir (82).

2.2.3. Cam Iyonomer/ Rezin Modifiye Cam Iyonomer Simanlar

Cam iyonomer simanlar, asit bazli simanlardir ve zayif polimerik asitlerin bazik
cam tozu ile reaksiyonunun iirliniidiir (135). Rezin modifiye cam iyonomer simanlar
(RMCIS) ise bir rezin monomerinin dahil edilmesiyle modifiye edilen ve kismen bir
asit/baz reaksiyonu ve kismen de fotokimyasal polimerizasyon yoluyla sertlesen cam
iyonomerlerdir (136). Bu materyal, sadece asit/baz reaksiyonuyla sertlesen dnceki nesil
cam iyonomerlerde goriilen su dengesindeki problemlerin iistesinden gelmek igin
tanitilmistir (137). Derin kavitelerde ince saglam dentin tabakasi kalan dislerde indirekt
pulpa kuafaji amaciyla kullanildiginda basarili bulunmaktadir (138). Bununla birlikte,
direkt pulpa kuafajinda pulpa dokusu ile dogrudan temas edecek sekilde yerlestirildiginde
diistik basar1 oran1 sergilemistir (139). Ayrica orta ila yogun derecede inflamatuar yanita
ve dolayisiyla genis bir nekrotik alanin olusmasina neden oldugu ve dentin kopriisii

olusumuna katki saglamadigi bilinmektedir (140).

Cam iyonomerin dis yapisina kimyasal olarak baglanma yetenegi nedeniyle,
potansiyel olarak toksik maddelerin dentinden pulpaya difiizyonunu 6nleyebilmektedir.
Cam iyonomer ayrica bakteriyel sizdirmazligi da saglamaktadir. Bu nedenle, pulpaya
direkt olarak kullanimi dnerilmemesine ragmen pulpaya yakin alanlarda kullanildiginda

iyi bir biyouyumluluk gostermektedir (138,141-143).

CIS/ RMCIS dogrudan hiicre temasinda sitotoksiktir. Ancak sitotoksisitesinin
ZOE’ye oranla daha az oldugu bildirilmektedir. Geleneksel formiilasyonlarin rezin ile
modifiye edilmis formiilasyonlardan genellikle daha az toksisite gosterdigi

soylenmektedir (97,102,144,145).

Rezin modifiye cam iyonomer ve kalsiyum hidroksit kullanilarak yapilan bir
klinik ¢aligmada, rezin modifiye cam iyonomer kullanilan dislerde kronik enflamasyon
goriildiigii, daha az dentin kdpriisii olusumu ve pulpal iyilesme gozlendigi bildirilmistir

(140).
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2.2.4. Kalsiyum Hidroksit

Kalsiyum hidroksit, dis hekimligine 1921'de tanitilmistir ve onlarca yildir pulpa
kuafaji materyallerinin "altin standardi" olarak kabul edilmektedir (65). Kalsiyum
hidroksitin altin standart olmasini saglayan bir¢ok 6zelligi vardir. Kalsiyum hidroksitin
ilk etkisinin, hidroksil iyonlariin neden oldugu kimyasal hasardan kaynaklanan yiizeysel
ic katmanli nekroz gelisimi olduguna inanilmaktadir. Ayrica bu nekroz bolgesi pulpanin
irritasyonunu saglayarak savunma mekanizmasint ve onarimi uyarmaktadir. Onarim
stireci, irrite eden ajan1 ortadan kaldirmak i¢in vaskiiler ve inflamatuar hiicre migrasyonu
ve proliferasyonu ile baglar. Bu adimi1 daha sonra mezenkimal ve endotelyal pulpa
hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu ile kolajen olusumu izler. Ardindan
odontoblast farklilasmasi meydana gelir ve pulpa kuafaj materyalinin altinda tersiyer
dentin olusumu gerc¢eklesir (146). Ayrica, kalsiyum hidroksit, antibakteriyel 6zelliklere
sahiptir (147). Bu 0zellikleri sayesinde pulpa dokusuna gelecek zarar1 ortadan

kaldirmaktadir (148).

Kalsiyum hidroksitin direkt pulpa kuafaj ajan1 olarak uzun vadeli bir klinik basar1
geemisi vardir (41,149,150). Yapilan bir ¢alisma, kalsiyum hidroksit ile bir saatlik
temastan sonra pulpa enfeksiyonlariyla iligkili mikroorganizmalarda %100 azalma
bildirmektedir (151). Yapilan bir klinik ¢alismada ise mineral trioksit agregat (MTA) ile
kalsiyum hidroksit karsilagtirilmistir. 6 ay sonra, basari oranini ve yeni olusan dentinin

ortalama kalinlig1 iki grupta benzer bulunmustur (87).

Kalsiyum hidroksitin bazi dezavantajlar1 da mavcuttur. Kendi kendine sertlesen
formiilasyonlar yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir (152) ve dogal adezyon ozellligi
bulunmamaktadir. Bu nedenle zayif bir sizdirmazlik saglar (153). Diger bir dezavantaji
ise pulpa kuafaj alanlarinin altinda olusan tersiyer dentinde "tlinel defektleri" olarak
adlandirilan goriiniime neden olmasidir (154,155). Tiinel defekti, defekt icinde
fibroblastlar ve kilcal damarlarin bulunabildigi, tersiyer dentinden ekspoz pulpa bolgesine
kadar ulasan bir agiklik olarak tanimlanmaktadir (154). Bununla birlikte, bazi
arastirmacilar, olusan dentin kopriisii kalinlastikca (156) tersiyer dentinin kalitesinin
arttigin1 ve ¢ogunlukla tiinel defektlerinin pulpa ile iliskili olmadigini sdylemektedir

(115).
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Kalsiyum hidroksit ile direkt pulpa kuafajinin aragtirildigr klinik ¢aligmalarda,
tiinel defektlerinin yaygin bir bulgu olmadigir goriilmektedir. Bununla birlikte tiinel
defektlerini bildiren c¢aligmalarin sayisi tiinel defektlerinin bulunmadigimni bildiren

caligmalara gore daha azdir (81,123,125,126,149).

Geleneksel pH degeri yliksek kalsiyum hidroksitin pulpa dokusunda irritasyona
neden olduguna ve bunun da bazi bilinmeyen mekanizmalarla onarimi uyardigina
inanilmaktadir (157). Son yillarda bu “bilinmeyen mekanizma” biyoaktif molekiillerin
salinmasiyla agiklanmaktadir. Dentinogenez sirasinda dentin matrisine ¢esitli proteinlerin
katildig1 bilinmektedir. Pulpa kuafajinda 6zellikle 6nemli olan bu proteinlerden en az
ikisinin, Kemik Morfojenik Protein (BMP) ve TBF-B1, pulpa onarimini uyarma yetenegi
gosterilmistir  (158-160). Ayrica, kalsiyum hidroksit bu proteinlerin dentinde
cozlinebilmesini ve bu biyoaktif molekiillerin pulpa kuafajinin ardindan pulpa

onariminda 6nemli bir araci olarak salinmasini saglamaktadir (157,158).

2.2.5. Mineral Trioksit Agregat (MTA)

MTA literatiire ilk kez 1990larda deneysel bir kalsiyum silikat esasli materyal
olarak girmistir (161). MTA nin pulpa kuafaji, pulpotomi, perforatif kdk rezorpsiyon
defektleri, cerrahi retrograd dolgu, kok ve pulpa odasi perforasyonlar1 ve
revaskiilarizasyon vakalarinda kullanimi 6nerilmistir (162). MTA nin, sert doku olusumu
icin indiiktif ve iletken 6zellik gdsteren biyouyumlu bir materyal oldugu bildirilmistir
(163). Bakterisidaldir, sement benzeri sert doku olusumunu ve kemik rejenerasyonunu

uyarir (140).

Sivist ile karigtirilarak hazirlanmamis MTA tozu, trikalsiyum silikat, dikalsiyum
silikat ve trikalsiyum aliiminat formundaki kalsiyum oksittir. Bu formulasyona

radyopaklik i¢in bizmut oksit eklenir (164,165).

MTA, bir oksit karisimindan ziyade bir silikat ¢imentosu olarak kabul edilir (166).
MTA'nin su ile birincil reaksiyonu sonucu kalsiyum hidroksit olusmaktadir (166—168).
Ayni1 zamanda MTA’nin antibakteriyel ve biyouyumluluk o&zellikleri, yiliksek pH,
radyoopasite ve biyoaktif dentin matriks proteinlerinin salinmasina yardimeci olma

yetenegi dahil olmak tizere bir¢ok avantaji vardir.
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Potansiyel etki mekanizmasi kalsiyum hidroksite benzemektedir (167-172). MTA
beyaz ve gri olmak iizere iki rengi bulunmaktadir. Gri renk, igerigindeki demirden
kaynaklanmaktadir (173). Diger bir énemli fark ise MTA dis yapisina bir miktar
sizdirmazlik saglamaktadir (174).

MTA'in birkag dezavantaji bulunmaktadir. Suda 78 giin bekletilen MTA, %24
oraninda yliksek ¢oziiniirliik gostermistir (167,168). Ayrica gri MTA formiilasyonunda
bulunan demir, dislerde renklenmeye neden olmaktadir (172). MTA'nin diger bir 6nemli
dezavantaji, yaklasik 2 saat 45 dakikalik bir sertlesme siiresine sahip olmasidir (169,170).
Bu nedenle MTA ile pulpa kuafaj1 yapilan dislerde iki yontem kullanilmaktadir. Birinci
yontem, MTA'min sertlesmesini saglamak icin gegici bir restorasyon yerlestirmek ve
sertlesme tamamlandiktan sonra kalici restorasyonun yapilmasidir. Ikinci ydntem ise
MTA'y1 korumak i¢in ayni seansta hizli sertlesen bir kaide kullanildiktan sonra kalici

restorasyonun tamamlanmasidir (13).

Toz ve likit igeren MTA'nin kullanimi, ¢ogu pratisyenin kullanimi kolay buldugu
kalsiyum hidroksitin baz-katalizor formiilasyonlarindan c¢ok farklidir. Kalsiyum
hidroksitin bu macun-macun formiilasyonlari ile karsilastirildiginda, MTA ¢ok pahalidir.
Bir gram MTA tozunun maliyeti yaklasik olarak 24 gram kalsiyum hidroksit baz/katalizor
formiilasyonu ile esdegerdir. Bu da MTA'y1 kullanim basina ¢ok daha az maliyetli hale
getirmektedir (47).

Bunun yaninda MTA ile kalsiyum hidroksitin direkt pulpa kuafajinda kullanildig:
hayvan caligmalarinda, genellikle MTA ile daha iyi pulpa iyilesmesi oldugu
bildirilmektedir (175-179).

Literatiirde MTA ile kalsiyum hidroksitin karsilagtirildig: klinik ¢calismalarda ise
hayvan c¢aligmalarindan farkli sonuclar bildirilmektedir. MTA ile kalsiyum hidroksitin
direkt pulpa kuafaji ajan1 olarak uygulandig1 bazi ¢aligmalarda, iki materyalin benzer
sonuclar gosterdigi bildirilmistir (180-183). Bununla birlikte, kalsiyum hidroksit ve
MTA ile pulpa kuafaji yapilan dislerin karsilagtirildigr ¢alismalarda, MTA'nin {istiin
performans gosterdigi; MTA'nin, kalsiyum hidroksite gore sizdirmazlik saglama
yeteneginin daha iyi oldugu bildirilmistir (77,184). MTA nin kontrol grubu olmadan
pulpa kuafaj ajan1 olarak kullanildig1 bazi klinik ¢aligmalarda, alt1 aydan dort yila kadar
degisen donemlerde basarisinin iyi oldugu gosterilmektedir (80,185,186).
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MTA'nin basarisi, kalsiyum hidroksit i¢in bir rezervuar gorevi gérmesinden
ve/veya ekspoz pulpa bolgesinde sizdirmazlik saglama yeteneginden kaynaklanmaktadir.
MTA’nin kalsiyum hidroksitten daha iyi sizdirmazlik sagladig: bilinmesine ragmen, her
iki pulpa kuafaj materyalinin lizerinde kaide olarak bir cam iyonomer veya rezin ile

modifiye edilmis cam iyonomer kullanilmalidir (47).

Direkt pulpa kuafaj ajan1 olarak kalsiyum hidroksit ve MTAnin karsilagtirildigt
bir caligmada, disler ¢ekilerek histolojik olarak degerlendirme yapilmigtir. MTA nin daha
kalin bir dentin kopriisii olusturdugu, daha az inflamasyon ve hiperemiye sebep oldugu
gosterilmistir. Istatistiksel analiz igin cok az sayida 6rnek oldugundan MTA ’nin kalsiyum
hidroksite olan iistlinliigii ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir
(172).

MTA ile direkt pulpa kuafaji yapilan ve ortalama yaklagik dort y1l boyunca takip
edilen kirk dokuz disin incelendigi bir klinik ¢aligmada, MTA ’nin %98 basar1 gosterdigi
bildirilmistir. Ancak, pulpa saghiginin veya hastaliginin ger¢ek durumunu degerlendirmek

icin higbir histolojik analiz yapilmamustir (80).

2.2.6. Biodentine

Biodentine (BD; Septodont, Saint- Maur-des-Fosses, Fransa), Septodont
tarafindan gelistirilmis bir materyaldir. Kalsiyum silikat esasl bir portland ¢gimentosudur
(187). Igeriginde su yerine modifiye polikarboksilat iceren kalsiyum kloriir soliisyonu
bulunmaktadir. Toz kismi ise trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum oksit,
kalsiyum karbonat ve radyoopasite saglayan zirkonyum oksitten olugmaktadir.
Swvisindaki her iki madde de sertlesme siirelerinin kisalmasmni (10-12 dakika)
saglamaktadir.  Kalsiyum kloriir, hidrasyon reaksiyonunu hizlandirmaktadir.
Polikarboksilat ise uygun kivam i¢in gerekli su miktarini azaltir ve bu da karigimin kolay
uygulanabilmesini saglamaktadir. Tozdaki kalsiyum karbonat, hidrasyonu artiran ve daha
hizl1 sertlesmeyi saglayan bir ¢ekirdeklenme bolgesi gorevi gormektedir. Daha biiyiik
spesifik yiizey alanlarina sahip tozdaki daha ince pargaciklar da kisa sertlesme siiresine
katkida bulunmaktadir (188). Direkt posterior restorasyonlarda, furkal perforasyonlarda,
retrograd dolgularda ve pulpa kuafajinda kullanima uygun biyoaktif ve biyouyumlu bir
materyaldir (187). Materyal bir amalgamator kullanilarak 30 saniye boyunca hazirlanir

ve daha sonra bir tasiyict yardimiyla kaviteye uygulanir (189).
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Biodentine, kalsiyum hidroksit ve MTA'ya benzer 6zelliklere sahiptir (190).
Tersiyer dentin olusumunu uyarir. Pulpa dokusu ile direkt temas halinde reperatif dentin
olusumunu uyardig1 bildirilmektedir (191,192). TGF-B1 salarak ve odontoblastlari
uyararak pulpa iyilesmesini ve mineralizasyonunu destekler (193,194). Biodentine ayrica
dentin kopriisiiniin mineralizasyonu siirecinde dnemli bir rol oynayan silisyum iyonlarin
da serbest birakir (194). Biodentine ile dentin kdpriisiiniin olusumunun pulpal inflamatuar
yanit olmaksizin MTA'ninkine benzer oldugu gosterilmistir. Bunun nedeni,
proinflamatuar maddelerin salgilanmasin1 engelleyen ve inflamatuar hiicrelerin

toplanmasini azaltan antiinflamatuar etkidir (195).

Nowicka ve arkadaglari, Biodentine ve MTA ’nin homojen, kalsiyum hidroksitin
ise daha gozenekli bir reperatif dentin olusumunu indiikledigini bildirmistir. Kalsiyum
silikatlarin kalsiyum hidroksite kiyasla doku onarim etkinliginin daha yiiksek oldugu

sonucuna ulagilmistir (196).

Biodentine’in gelismis mekanik oOzellikler gosterdigi ve iyi bir marjinal
sizdirmazlik olusturabildigi bildirilmektedir. Nowicka ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
bir calismada, MTA ve Biodentine’nin pulpa iizerindeki etkileri karsilagtirilmigtir.
MTA’nin Biodentine'e kiyasla uygulanmasi teknik olarak daha zordur ve sertlesmesi
uzun siirmektedir. Ayrica, Biodentine'in klinik ortamda benzer etkinlik gosterdigi ve

MTA'nin yerine kullanilabilecek ideal bir materyal oldugu sdylenmektedir (187).

2018 yilinda yapilan 15 vakalik bir seride, Biodentine'in etkinligi 12 ila 24 aylik
takip ile degerlendirilmistir. Takip siiresi boyunca 15 vakanin hepsinin asemptomatik
oldugu sonucuna ulagilarak Biodentin'in vital pulpa tedavi materyali olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (197).

Biodentine ve MTA'nin vital pulpa tedavisinde kullanimi sonrasinda sonuglarini
degerlendiren bir prospektif randomize klinik calismada, her iki materyal arasinda higbir
istatistiksel fark kaydedilmemistir. Bu sonuglara gore hem direkt hem de indirekt pulpa

kuafajinda trikalsiyum silikat materyallerinin kullanim1 dnerilmektedir (198).

Biodentine materyali, ideal sertlesme siiresi ve restoratif 6zellikleri nedeniyle
pulpa kuafaj ajani olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, ¢alismalar,
Biodentine'in etkinligini kontrol etmek i¢in uzun vadeli klinik arastirmalarin hala gerekli

oldugunu diisiindiirmektedir (194).
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2.2.7. Biyoseramik Esash Patlar

Biyoseramikler, ¢esitli kimyasal islemlerle hem in situ hem de in vivo olarak elde
edilen biyouyumlu seramik bilesiklerdir. Biyolojik hidroksiapatit ile benzerliklerinden
dolay1 biyouyumluluk sergilerler. Hidrasyon sirasinda, insan viicudunda rejeneratif yaniti
tetikleme yetenegine sahip farkli bilesikler {iiretirler. Kemik ile temas: sonrasinda,
osteokondiiktif bir etki olusturarak arayiizde kemik olusumunu bagslatmaktadir.
Biyoseramiklerin intrinsik bir osteoindiiktif kapasitesi vardir ve ¢evre dokudaki kemikte
iyilesme silireci mevcudiyetinde osteoindiiktif maddeleri absorbe etme yetenekleri

kanitlanmistir (199).

Biyoseramikler, ayni zamanda antibakteriyel Ozellie sahiptir ve bakteri
adezyonunu 6nleyen 1-3 nm c¢apinda nanokristaller igeren gozenekli tozlar olusturur
(200). Eklem veya doku replasmanlar1 gibi ortopedik tedavilerde ve biyouyumlulugu
artirmak i¢in metal implantlarin kaplanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
kalsiyum fosfat iceren materyaller gibi por6z seramikler kemik grefti olarak

kullanilmaktadir (201).

IRoot BP Plus (Innovative Bioceramix, Vancouver, Kanada), EndoSequence Kok
Onarim Malzemesi Putty (ERRM) (Brasseler, Savannah, GA, ABD) ve TotalFill RRM
Putty (FKG, La- Chaux-de-Fonds, Isvicre) basta olmak iizere piyasaya bircok
biyoseramik siiriilmiistiir. IRoot BP, ana bilesimi trikalsiyum silikat, bikalsiyum silikat
ve kalsiyum fosfat olan yeni gelistirilmis kalsiyum silikat bazli biyoaktif bir seramiktir

(202).

Endosequence, sertlesme sonrasinda hidroksiapatit olusturan, radyoopak,
biiziilme gdstermeyen hidrofilik bir kalsiyum silikat materyalidir. Sertlegsme reaksiyonu
ayni zamanda hidrasyon reaksiyonudur. Igeriginindeki monokalsiyum fosfat,
hidroksiapatit olusumundan sorumludur. Ayrica, radyoopasite vermesi i¢in zirkonyum
oksit ve tantalyum oksit icermektedir (203,204). Endosequence kdk onarim materyali,
baslica karyojenik bakteriler olan S. mutans ve Lactobasillere karst MTA ile benzer

antibakteriyel 6zellikler gostermektedir (205).
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iRoot BP Plus'in pulpa dokusuyla iyi bir biyouyumluluga sahip oldugu ve
reperatif dentin kopriisii olusumunu indiikledigi gosterilmistir; bu nedenle vital pulpa
tedavisinde pulpa kuafaj materyali olarak kullanilabilmektedir (206). insan dental pulpa
hiicreleri ile yapilan bir in vitro ¢alismada, iRoot BP Plus'in mineralizasyonu ve gen

ekspresyonu ile iliskili odontoblastik farklilagmay: indiikledigi gosterilmistir (207).

ERRM ve ProRoot MTA nin dental pulpa hiicrelerinin farklilagmas: tizerindeki
etkisinin karsilastirildig: bir ¢calismada, vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF)
canlt dental pulpa hiicresi yiizdesi, proliferasyon oranlar1 ve sekresyonunun her iki
materyalde benzer oldugu gosterilmistir. ERRM'in diger pulpa kuafaj materyallerine

uygun bir alternatif olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir (208).

2.2.8. Bioaggregate

2006 yilinda piyasaya siiriilen BioAggregate; trikalsiyum silikat, dikalsiyum
silikat, tantal pentoksit, kalsiyum dihidrojen fosfat ve amorf silikon oksitten olusur. MTA
ile karsilastirildiginda, aliiminyum gibi zararli bilesen salinimi1 yapmamaktir. Ayrica
bizmut oksit yerine radyopaklik gdstermesi i¢in tantal pentoksit igermektedir (209).
Icerigindeki kalsiyum fosfat, kalsiyum silikatin hidrasyonu sonucu olusan kalsiyum
hidroksitin bir kismi ile reaksiyona girer ve reaksiyon sirasinda hidroksiapatit ve su
olusur. Bu sekilde {iretilen su, hidrasyon reaksiyon hizini degistirir. Silikon oksit ise
kalsiyum hidroksit ile reaksiyona girerek sertlesme siiresini uzatir. Sertlesme siiresi,

optimum toz/s1v1 oraninda (1 g/0,38 mL su) 4 saat olarak belirlenmistir (210).

Son ¢aligmalar BioAggregate’in biyouyumluluk, sizdirmazlik yetenegi yaninda
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur (211-213). Bioaggregatin
antibakteriyel etkisinin kalsiyum hidroksite benzer oldugu ancak ¢inko oksit ojenol

simandan daha diisiik oldugu bildirilmistir (210).

Diger ¢aligmalar, BioAggregat'in MTA'ya kiyasla daha yiiksek kirilma direncine
ve asidik dirence, daha yiiksek push-out baglanma giicline ve daha diisiik mikrosertlige
sahip oldugunu gdstermistir (214-216). Buna ek olarak, simiile edilmis doku sivisina
birakilan BioAggregate ve MTA'min apatit kristallerinin ¢okelmesini indiikledigi

gozlenmistir. Bu sonuglar, her iki materyalin biyoaktif kapasitesini gostermektedir (217).
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Ayni zamanda, BioAggregate, osteoblast hiicrelerinde ve insan periodontal
ligament fibroblastlarinda osteoblastla iligkili genlerin ekspresyonunu artirarak
osteokondiiktif bir 6zellik sergilemektedir (218,219). Geleneksel MTA'nin osteoklast
farklilagsmasina neden oldugu ve osteoklastlarin islevini azalttig1 bildirilmistir (220-222).
Ancak, BioAggregate’in osteoklastlar {izerindeki etkisi hakkinda daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir (223).

2.2.9. Rezin ile Modifiye Edilmis Kalsiyum Silikatlar

Geleneksel kalsiyum silikatlarin dezavantajlar1 goz 6nilinde bulundurularak 1gikla
sertlesen rezin ile modiyife edilmis kalsiyum silikat bazli materyaller gelistirilmistir
(224). Geleneksel MTA ile karsilastirildiginda, rezin ile modifiye edilmis 1s1kla sertlesen
materyallerin birgok avantaji vardir. Bunlardan bazilar1 aninda 11k polimerizasyonu,
malzemelerin yikanarak dagilmamas: ve iistiin fiziksel 6zellikler sayilabilir (225). Ancak
rezin ile modifiye edilmis 1s1kla sertlesen MTA simaninin, rezin igermeyen kalsiyum

silikatlardan daha fazla sitotoksik 6zellik gosterdigi bildirilmistir (226).

TheraCal LC (Bisco, Schaumburg, IL, ABD), kalsiyum oksit, kalsiyum silikat
partikiilleri (tip III Portland ¢imentosu), stronsiyum cami, flime silika, baryum siilfat,
baryum zirkonat, Bis-GMA ve polietilen glikol dimetakrilat i¢eren 1s1kla sertlesen, rezin
ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli bir materyaldir (227). Hem polimerizasyon
hem de hidrasyon reaksiyonu ile sertlesir, bu da kullanimini1 kolaylastirir. Ayrica
Biodentin ile karsilastirildiginda kompozit rezinlere daha yiiksek baglanma giicii
avantajina sahiptir (228). Bununla birlikte, biyolojik 6zellikleri tartismalidir (229-231).
Kalsiyum hidroksit olusumunun ve sizdirmanin ¢ok az diizeyde oldugu ve cok az
hidrasyona neden oldugu bildirilmektedir (227). Inflamatuar yanitin MTA Angelus'a gore

daha yogun oldugu ancak bu materyalin mineralizasyonu uyarmadig1 gosterilmistir (232).

Son zamanlarda, vital pulpa tedavisi i¢in yeni bir rezin ile modifiye edilmis
kalsiyum silikat materyal olan Theracal PT (Bisco, Inc., Schamburg, IL, ABD) piyasaya
siiriilmiistiir. Uretici, pulpotomi icin kullanimini &nermekte ve MTA'ya gore
uygulamasinin ve kullaniminin daha kolay oldugunu belirtmektedir. Ayrica, dentin-pulpa
kompleksini koruyarak pulpal canliligi siirdiirdiigiinii iddia etmislerdir (231).
Hidrofiliktir ve ¢ift polimerizasyon reaksiyonu ile sertlesir. Bununla birlikte, piyasaya
yeni sunulmasi nedeniyle, bu materyal iizerinde sadece birka¢ calisma yapilmistir

(231,233).
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Hem TheraCal LC hem de rezin ile modifiye edilmis kalsiyum hidroksitin miirin
odontoblast hiicreleri ve insan dental pulpa kok hiicreleri i¢in Biodentine, MTA Angelus
ve ProRoot MTA gibi rezin icermeyen kalsiyum silikatlardan daha sitotoksik oldugu
gosterilmistir. Ancak bu sitotoksisitenin, laboratuvarda numune hazirlama sirasinda
TheraCal LC test numunelerinin yiizeyindeki oksijen inhibisyon tabakasindaki
polimerize olmayan monomerlerden kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmistir (226,234).
Bazi calismalar, polimerize olmayan monomerlerin/rezinlerin pulpa hiicreleri icin toksik
oldugunu, polimerize olmus rezinlerin ise toksik etki gostermedigini ortaya koymustur
(134,235,236). Bununla birlikte, pulpa kuafaj materyalleri dislerin igine
yerlestirildiginden, oksijen inhibisyon tabakasmin klinik acidan O6nemli olmadigi

belirtilmistir (13).

Theracal LC’ye benzer olarak son zamanlarda Harvard Bio-Cal CAP (Harvard
Dental International GmbH, Almanya) ve Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific,
Almanya) isimli iki iirlin daha piyasaya stiriilmugtiir. ~ Ancak gelistirilmis bu
MTA/kalsiyum silikat materyalleri ile ilgili g¢alismalar yetersizdir. Direkt pulpa
kuafajinda kullanim i¢in bu yeni materyalleri degerlendirmek i¢in daha fazla arasgtirmaya

ihtiya¢ vardir.

2.3. TOKSISITE VE BiYOUYUMLULUK

Biyouyumluluk, implante edilen biyomateryaller ve iligkili doku arasindaki

etkilesim olarak tanimlanabilir (237).

Toksisite "bir maddenin (toksin veya zehir) insanlara veya hayvanlara zarar
verebilme derecesi" olarak tanimlanabilir (238). Bu tanim, esas olarak ilag toksisitesinin

Ol¢iilmesinde kullanilan birgok farkli yaklagimin temelini olusturmaktadir (239).

Biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri, kullanilan materyalin ¢evredeki hiicreyi
veya dokuyu nasil etkiledigini ve materyalin mekanizmasini anlamak i¢in énemlidir. Iyi
biyouyumluluga sahip materyaller, ¢cevre hiicreler ve dokular {izerinde belirgin ve siirekli

toksik etkilere neden olmamalidir (231,240) .

Maddelerin insan organizmasi tizerindeki zararli etkilerini 6l¢mek icin toksisite
modelleri gelistirilmistir. Su anda, klinik 6ncesi arastirmalarda in silico, in vivo ve in vitro
modeller olmak iizere {i¢ ana toksisite modeli bulunmaktadir (241). Mevcut ilag veya

malzemelerin onay siireci bu kategorilere gore yonetilmektedir (242).
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2.3.1. In Silico Toksisite Modeli

In silico, bilgisayarda veya bilgisayar simiilasyonu yoluyla gerceklestirilen test
modelidir (242). Bu toksisite modeli temel olarak ilaclarin viicutla nasil etkilesime
girdigini tahmin etmek i¢in kullanilir. Testlerin kisa stirmesi ve maliyetlerin diisiik olmas1
in silico toksisite modellerinin baglica avantajlaridir (242). Farkli yaklasimlara sahip
birgok in silico toksisite modeli mevcuttur ve buna bagli olarak bir¢ok siniflandiriimalari

vardir (243).

In silico toksisite modellerinde simiilasyon bilgisayar tarafindan
gerceklestirildiginden verilen bir girdiyi bir ¢iktiya doniistiirmek icin bir algoritma
olusturulur (244). Bununla birlikte, insan viicudundaki biyokimyasal ve fizyolojik
siiregler hakkindaki bilgiler yetersizdir (245). Bu nedenle de ilag toksisitesini tahmin
etmek i¢in etkili algoritmalarin gelistirilemedigi bildirilmektedir (246).

2.3.2. In Vitro Toksisite Modeli

In vitro testler, belirli bir organizmanin belirli bir boliimiinii (6rnegin organ, doku
veya hiicre) kontrollii bir ortamda incelemek i¢in kullanilir. In vitro toksisite modellerinin
avantajlari; zaman ve maliyetin azaltilmasi ve hedef organizmanin hiicre veya dokularim
temsil edebilmesidir (242). Bununla birlikte, mevcut in vitro hiicre bazli toksisite
modellerinin ¢ogu, organizmanin bir veya daha fazla 6zelligini kaybedecek kadar
basitlestirildikleri i¢in hedef organizmayi dogru bir sekilde temsil etmemektedir.
Organlarin in vitro hiicre bazli toksisite modellerinin ¢ogu, hedef organ icin karakteristik
olan ¢esitli hiicre hatlarinit icermemektedir. Bu nedenle, bir madde belirli bir hiicre
hattinda toksisiteye neden olmasa bile, hedef organ i¢indeki diger hiicre hatlar1 igin toksik
olabilmektedir. Ayrica, bir madde tek bir hiicre hattinda toksisiteye neden olsa bile, tim
organ i¢in toksik olmayabilir. Organdaki diger hiicreler bu dengeyi saglayabilmektedir
(247). Insan organizmasindaki tiim siirecler birbiriyle baglantihidir. Ancak in vitro
toksisite modelleri belirli hiicresel yollarda yer alan biyomolekiillere odaklanmaktadir.
DNA seviyesindeki onarim mekanizmalar1 da dahil olmak {izere hiicrelerin kendi kendini
onarma yetenegi goz ardi edileceginden sadece belirli bir hiicre bozukluguna odaklanan

in vitro toksisite arastirmalar1 yeterli olmayabilir (248).
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Cesitli hiicreler fizyolojik ritme gore eszamanli olarak organ islevine ve
homeostaza katkida bulunur. Fizyolojik ritim degisirse, bir organin verdigi yanit nemli

Olciide degisebilir (249).

In vitro toksisite modelleriyle yapilan deneylerin ¢ogu sinirlt bir zaman dilimi
icinde gerceklestirilir ve siirekli olarak izlenmek yerine 6nceden tanimlanmis bir siirenin
ardindan sonlandirilir. Bu nedenle, bir madde belirli bir anda bir hiicre i¢in toksisiteye
neden olarak kendi kendini onarabilir ve genel olarak toksik olmayan etkilerle
sonuglanabilir. Bir organizmanin homeostazi akut olarak yiiksek bir maruziyetten sonra
bile geri kazanilabilir (248). In vitro ¢alismalar, insan viicudunu taklit etmediginden

hayvan veya insan ¢aligmalarina kiyasla dogru sonug elde etme konusunda zay1ftir (250).

2.3.3. In Vivo Toksisite Modeli

Etik kaygilar nedeniyle insanlar lizerinde arastirma yapilmasina izin verilmedigi
veya yeni bir malzeme, cihaz veya ilacin insan saglhigi acgisindan bilinmeyen riskleri

oldugu durumlarda hayvan testleri 6nem kazanmaktadir (251).

In vivo testler, canli organizmalar1 model olarak kullanan deneyleri ifade eder. In
vivo modellerin en biiyiik avantajlari, ilag¢larin canli organizmalardaki fizyolojik ve
biyokimyasal reaksiyonlar iizerindeki etkilerinin aragtirilabilmesi ve bu organizmalarin
genis ve koordineli veri tabanlarinin bulunmasidir (242). Uygun sekilde degerlendirildigi
takdirde, laboratuvar hayvanlarinda gézlemlenen herhangi bir bilesigin etkisinin insanlar

icin de gegerli oldugu varsayilmaktadir (239).

Bu nedenle, insanlarda klinik denemelerden 6nce uygun hayvan modellerinin
kullanilmasi, arastirmalarda onemli bir yere sahiptir. Dis hekimliginde, laboratuvar
deneylerinin ardindan yeni tedavi segeneklerinin, kok hiicre tedavilerinin, ilaglarin,
materyallerin, irrigantlarin, dezenfektanlarin, aletlerin ve cihazlarin klinik deneylerinden
once hayvan testleri yapilmaktadir. Bu ayn1 zamanda pulpa hastaliklarinin biyolojik
mekanizmalarinin, doku iyilesmesi ve rejenerasyon potansiyellerinin arastirilmasi i¢in de
gereklidir. Hayvan deneyleri, yeni klinik tekniklerin, biyomateryallerin veya rejeneratif
tedavilerin giivenligini, biyouyumlulugunu ve toksikolojisini dogrulamak i¢in ¢cok 6nemli

bir rol oynamaktadir (252).
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Sicanlar ve fareler de dahil olmak {izere kemirgenler, dis hekimligi
aragtirmalarinda en yaygin kullanilan hayvan tiirleri olarak goriinmektedir. Kopekler,
kediler, gelincikler, kobaylar, tavsanlar, koyunlar, mini domuzlar ve hatta primatlar gibi
daha biiylik hayvanlar da gegmiste hayvan testlerinde kullanilmistir. Ancak, evcil hayvan
tirleri lizerinde yapilan hayvan testlerine yonelik kamuoyu tepkisi nedeniyle bu
hayvanlarin kullanildig1 ¢aligmalar giiniimiizde nadirdir ve primat arastirmalarina bazi
yasaklar getirilmistir. Ayrica, hayvanlarla yapilan testler pahalidir ve ulusal hayvan refahi

yonergelerine uymak zaman ve gaba gerektirir (253).

In vivo toksisite modeli, tiim fizyolojik reaksiyonlar ve biyokimyasal etkilesimler
dahil olmak iizere bir organizmay1 biitiin olarak kullanan ve organizmadaki ila¢ dagilimi
ile ilacin hedef olmayan organlarla olasi etkilesimleri hakkinda bilgi saglayan tek
modeldir. Bu nedenle, ilag toksisitesini test etmek icin olduk¢a uygun bulunmaktadir.
Bununla birlikte, 6zellikle insan ve diger hayvan organizmalar arasinda var olan 6nemli
biyolojik farkliliklar g6z Oniinde bulunduruldugunda, mevcut in vivo toksisite
modellerinde bazi sinirlamalar vardir. Bu farkliliklar molekiiler diizeyden hiicresel ve
organ diizeyine kadar gézlemlenmektedir (254,255). Ayrica, herhangi bir 6lgekteki kiiciik
farkliliklar, tek nokta mutasyonlar1 veya aseptik kosullar gibi organizmalarda 6nemli
degisikliklere neden olabilir (256). In vivo modellerle ilag toksisitesini tahmin etmedeki
herhangi bir basarisizlik, biiyiik olasilikla hayvanlar ve insanlar arasindaki bu

farkliliklardan kaynaklanmaktadir (246).

Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarin ¢ogu, yiiksek maliyetler nedeniyle kisa
bir zaman araliinda gerceklestirilmektedir ve bu nedenle test materyallerine yanit olarak
gelisen kronik enflamatuar reaksiyonlari, sistemik hastaliklar1 veya tiimorleri tespitinde
yetersiz kalabilmektedir. Tiim bunlara ragmen, hayvan aragtirmalar1 giiniimiizde
tartismali bir bilim alan1 olarak kabul edilmektedir (257). Baz1 hayvan caligsmalari
izerinde yapilan bir inceleme, ¢cogunun kotii tasarlanmis deneylere sahip oldugunu ortaya

koymus ve hem etik hem de bilimsel kaygilar1 artirmistir (258).
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2.4. MODEL ORGANIiZMA OLARAK ZEBRA BALIGI

Biyomedikal arastirmalar, insanlar ve alt omurgalilar arasinda korunan biyolojik
stirecleri incelemek i¢in model organizmalar ile yapilmaktadir (259). Materyal veya
ilaclarin toksik etkileri kemirgen ¢aligmalar1 yoluyla giivenilir bir sekilde elde edilse de
bunlar pahali, zaman alic1 ve yasalarla kisithidir. Genler, reseptdrler ve molekiiler siiregler
ayni filumdaki hayvanlar arasinda benzerdir. Ancak daha karmasik yapidaki hayvanlar
anlamak icin farkli tiirlerle ¢alismalar yapilmaktadir. Model omurgasiz organizmalara
ornek olarak meyve sinegi ve nematod solucani, model omurgalilara 6rnek olarak ise
medaka (japon piring balig1), zebra baligi, kurbaga, civciv, fare ve sican verilebilir.
Ozellikle, tiim omurgali embriyolarmin morfolojisinde énemli benzerlikler oldugundan
bu omurgalilarin erken yasam evrelerindeki gen programlamasi ve gelisimi de yiiksek
oranda korunmaktadir (260). Buna ek olarak, kimyasallar anne viicudundan memelilerin
embriyo ve fetiisiine transplasental transferi oldugu gibi (261) yumurtlamadan once
disiden balik, amfibi ve kus yumurtalarina aktarilir. Boylece kimyasallarin aktarildig:

yumurta, embriyonik gelisim a¢isindan takip edilebilmektedir (260).

Diger modellere gore lstlinliigli bilinen zebra balig1 (262), deneysel bir model
olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Toksikolojik, genetik ve davranigsal
caligmalarin yani sira yeni terap6tik ajanlarin test edilmesi, ¢esitli insan hastaliklarinin
evrim mekanizmasinin anlasilmasi, normal ve patolojik kosullar altinda gelisimin

izlenmesi i¢in 6nemli bir modeldir (259).

Zebra balig1 (Danio rerio), Giineydogu Asya'ya 6zgii bir tatli su baligidir (263).
[k olarak Francis Hamilton tarafindan "Ganj nehri ve dallarinda bulunan bir balik tiirii"
olarak tanimlanan zebra baligi, baslangicta akvaryum hobicileri i¢in popiiler bir tiir
olmustur (263). Model organizma olarak giiniimiizdeki kullanimi, omurgalilarin
embriyolojisinin incelenmesi i¢in molekiiler genetigin kullanilmasinda 6ncii olan George
Streisinger'in (264) ve sinir sisteminin hiicre farklilagmasi ve organizasyonunun ayrintilt

tanimlarini yayinlayan Kimmel'in (265-267) caligsmalariyla ortaya ¢ikmustir.

Zebra baliginin bir omurgali model organizma olarak potansiyelini ilk kez
1960larin sonunda fark eden George Streisinger, jinogenetik yontemlerle zebra baligi
izerinde maternal genomlardan resesif fenotipleri tanimlamak i¢in kullanimini agiklayan
ilk makaleyi yaymlamistir (264). Bu makaleyle birlikte, zebra baligi, gelisimin ileri
genetik ¢aligmalari igin popiiler hale gelmeye baglamistir (268-270).
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Zebra baligi, 1990larda gelisimsel olarak dnemli genleri tanimlamak icin biiytlik
Ol¢ekli bir genetik tarama icin kullanilan ilk omurgali olmustur. Bu aragtirmalar ile ¢oklu
gelisimsel siiregleri etkileyen binlerce mutasyon tespit edilmistir. Yapilan daha ileri
karakterizasyonlar, zebra balig1 fenotiplerinin ¢ogunun iki tiirdeki ortolog genlerdeki
degisiklikler nedeniyle insan hastaliklarina benzedigini ortaya koymustur. Zebra
baligimin insan hastaliklart i¢in bir model organizma olma potansiyeli fark edilmistir.
Bunun sonucunda Ulusal Saglik Enstitilleri 1997 yilinda Trans-NIH Zebra Baligi

Koordinasyon Komitesi'ni kurmustur (271).

Orijinal zebra balig1 genetik haritas1 (272) genisletilmis (273) ve bunu insan
hastaliklarinin ¢esitli zebra balig1 modelleri takip etmistir (274-276). Modelin daha da
gelistirilmesi ileri ve geri genetik yaklagimlari, genetik manipiilasyonu ve transgenezi
kolaylastirmistir (277,278). 200011 yillarin basinda Sanger Enstitiisii Zebra Baligi Genom
Dizileme Projesi'ni baslatmistir (279). Buna ek olarak, Zebra Baligi Bilgi A&

(https://zfin.org/) (280) ve vahsi tip, mutant ve transgenik zebra balig1 soylarinin yani sira

zebra balig1 arastirmalar1 hakkinda bilgi i¢in merkezi bir depo olan Zebra Baligi
Uluslararas1 Kaynak Merkezi kurulmustur. CRISPR/Cas9 sistemi (281-283) ve omurgali
otomatik tarama teknolojisi (VAST) (284-286) gibi otomatik tarama platformlari
kullanilarak genom diizenlemedeki ilerlemeler de dahil olmak iizere zebra balig1 i¢in yeni
araclar gelistirilmeye devam etmektedir. Bu, zebra baliginin bugiin ve gelecekte 6nemli

bir omurgali model organizma olarak kalmasini saglayacaktir (287).

Zebra balig1 glinlimiizde gelisimsel biyoloji ¢alismalart i¢in en iyi omurgali
modellerinden biri olarak kabul edilmektedir. Akcigerler, prostat ve meme bezleri gibi
organlarin eksikligi de dahil olmak iizere memelilerden anatomik ve histolojik olarak
farkli olmasina ragmen omurgali viicut planinin genel yonlerini ve bilesenlerini anatomik,
molekiiler ve fizyolojik seviyelerde korumaktadir (279,288,289). Buna ek olarak, zebra
baligi genomu insan genlerinin %70'inin ve insan hastaliklariyla iligkili olanlarin
%80'inden fazlasinin homologlarina sahiptir. Bu da omurgasizlarin kullanildig
caligmalara kiyasla bu tiiriin biyomedikal arastirma alanlarinda daha ilgi ¢ekici hale

gelmesini saglamaktadir (279).
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Zebra baliklarinin hayat dongiisiiniin laboratuvar farelerine gore daha kisa stirede
tamamlanmasi, farelerle yapilan deneylerin aynilarinin bu balik tiiriiyle de yapilabilmesi
ve Ozellikle teratojenik testlerde daha fazla neslin takip edilebilmesi diger bir tercih
nedeni olmustur (290). Farelerde embriyo gelisimi anne viicudu iginde oldugu igin
aragtirictya embriyoyu en basindan takip etme sansini vermemektedir. Zebra balig
embriyolari ise anne viicudu disinda gelistigi i¢in déllenmeden itibaren zigotun gelisimi

takip edilebilmektedir (291).

Toksikoloji aragtirmalarinda zebra baliginin tercih edilmesinin diger bir nedeni
ise uygulanan testin kisa olusu ve sonuglarin olduk¢a hassas olusudur (292). Optik
netlikleri, kolay gelisimsel evrelemeye, mutajenez taramasi sirasinda fenotipik
ozelliklerin tanimlanmasina ve toksisite testi ile toksisitenin degerlendirilmesine olanak

tanir (293,294).

Cesitli organlarin ve embriyonik gelisimin bir stereomikroskop yardimiyla
gorsellestirilebilmesi zebra baliginin ana avantajlarindan biridir. Embriyonun biiyiik
boyutu ve seffafligi, cerrahi bir miidahaleye veya 6liim sonrasi incelemeye gerek olmadan
daha az invaziv gercek zamanli tekniklerin kullanilmasina izin vermektedir (295).
Transgenlerin zebra baligina enjeksiyonu sitoplazmaya enjeksiyonla
gerceklestirilebilirken  kemirgen embriyosunda bu igslem  proniikleuslarinda
yapilmaktadir. Bu nedenle bu tiir bir prosediirde hem ekipmanin ucuz olmas1 hem de
teknigin uygulanmasinin daha kolay olmasi acisindan zebra balig1 tercih edilebilmektedir

(296).

2.4.1. Zebra Bahgmn Ureme, Biiyiime ve Gelisimi

Zebra baliklar, kontrol edilebilir bir aydinlik-karanlik dongitisii ile 28,5°C'de
tutulan amaca yonelik olarak insa edilmis aquakiiltiir sistemlerinde barindirilmaktadir.
Boyutlar kiigiiktiir ve diisiikk maliyetlidir. Bu sebeple iiretimi ve bakimi kolaydir (297).
Zebra baliklart oldukc¢a dogurgandir ve hamile bir disi dogal yumurtlama yoluyla her
hafta yiizlerce yumurta iiretebilir. Déllenme ve embriyo gelisiminin her ikisi de diginin
disinda gerceklesir. Embriyonik gelisim hizlidir, tek hiicreli zigot 24 saat i¢inde klasik
omurgal1 viicut planina sahip hareketli, seffaf bir embriyoya doniismektedir (297). Zebra
balig1 embriyosu hizli bir sekilde gelisir, tiim ana organlarin primordialar1 déllenme
sonrasi 36 saat i¢inde ortaya ¢ikar. 28,5°C'de muhafaza edildiginde, morfogenezin biiyiik

kismi1 dollenmeden 3 giin sonra tamamlanir ve embriyo koruyucu koryondan ¢ikar.
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Bu, embriyonik asamadan larva asamasina gecisi isaret etmektedir. Larva zebra
balig1 biiyiimeye devam eder. Beyin, kalp ve bobrekler gibi organlarinin ¢cogu déllenme
sonrast 5. giinde islevlerine baglamaktadir. Ddllenmeden 5 ila 6 giin sonra arasinda
sindirim sistemi ve agiz islevsel hale gelmektedir. Embriyonik ve erken larva evreleri
boyunca hayvani besleyen yumurta kesesi hizla tikkenerek 7. giinde tamamen emilir (297).
Zebra baligi, yetiskin 6zelliklerinin ¢ogunu gelistirdiginde juvenil; yasayabilir gametler

iretip iireyebildiginde ise yetiskin olarak kabul edilir (297,298).

2.4.2. Toksisite Calismalarinda Zebra Baliginin Kullanim

Memeliler, gelisimsel toksisite degerlendirmesi i¢in altin standart olarak kabul
edilse de; zebra balig1 in-vivo kimyasal toksisite i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Kiigiik boyutlari, yiiksek dogurganliklari, embriyolarin optik seffafliklari, hizh
embriyonik gelisimleri ve diisiik bakim maliyetleri goz oniline alindiginda uygun bir
alternatif olarak kullanimi yayginlasmaktadir (259). Zebra baliginin toksikolojik bir
model (299,300) olarak kullanilmasinin diger disiplinler i¢in de sayisiz avantaji vardir.
Bu durum, yakin ge¢miste bu organizmay1 kullanan yayinlarin sayisindaki artistan da
anlasilmaktadir. 1990larin baginda zebra baligi ile ilgili yilda 100'den az yaymn
bildirilmistir. Bu say1 21. ylizyilin basinda yaklasik 1000'e yiikselmistir. 2005 yilinda
yayinlanan bir derlemede, zebra baliklar1 ile ilgili her yil ortalama 3500 yayinin

yayinlandigi bildirilmistir (260).
Zebra baliginin kullanildig1 toksisite ¢caligsmalarinin tiirleri sunlardir;

e Ureme toksisitesi

e Gelisimsel toksisite

e Akut toksisite

e Norotoksisite

e Kardiyotoksisite

e Okiiler toksisite

e Endokrin sistem bozukluklari
e Norodavranigsal toksisite

e Vaskiiler toksisite

e Karsinojenite
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Calismalar arasinda akut, subkronik ve kronik toksisite ¢alismalarinin yani sira
hedef organ toksisitesinin mekanizmalar1 {lizerine hipoteze dayali ¢aligmalar da yer

almaktadir (260).

2.4.3. Zebra Bahgi Kullanilarak Yapilan Dis Hekimligi Calismalar:

Dis hekimligi alaninda yapilan ¢aligmalarin biiyliik ¢ogunlugu genetik ve
kraniyofasiyal gelisimle ilgilidir. Bir¢cok arastirmaci, sendromik olmayan dudak ve
damak yariklarinda spesifik genlerin roliinii arastirmistir (301-305). Dis gelisimi
bozukluklarinin (306-310) yan1 sira diger kraniyofasiyal malformasyonlar ve sendromlar

da kapsamli bir sekilde incelenmistir (311-314).

Dudak ve/veya damak yarigiin ¢ok faktorlii dogasi nedeniyle, hayvan modelleri
bu insan fenotipinin tiim spektrumunu anlamak ic¢in kullanilabilir (315). Zebra balig1
mutantlari, bu karmagik hastalik i¢in yeni aday genlerin tanimlanmasinda ve c¢evresel
faktorlerin test edilmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica etiyolojinin anlagilmasina ve
bu ¢ok faktorlii bozukluk i¢in potansiyel terapotik yaklasimlarin kesfedilmesine katkida
bulunabilir (315).

Hamilelik sirasinda ila¢ kullanimi kraniyofasiyal malformasyonlara yol
acabilmektedir. Valproik asit ad1 verilen anti-epileptik ve duygudurum dengeleyicinin
kullanim1 siklikla kraniyofasiyal teratojenite ile iliskilendirilir (316). Gebuijs ve
arkadaslar1 (315), valproik asidin zebra balig1 larva kafasinda kikirdak ve kemik olusumu
iizerindeki etkilerini arastirmis ve ilacin noral krest hiicrelerinin islevini bozarak kikirdak
ve kemik olusumunda kusurlara yol actig1 sonucuna varmistir. Zebra baligi, genetik ve
cevresel faktorlerin yani sira bunlarin kraniyofasiyal malformasyonlarla etkilesimini

arastirmak i¢in iyi bir modeldir (316).

Bulasici hastaliklar1 incelemek i¢in de zebra balig1 kullanilabilmektedir. Hiicresel
diizeyde noninvaziv goriintiileme yapilabilmektedir. Larva zebra baligi seffaftir ve
enjeksiyondan sonra floresan etiketli mikroorganizmalarin izlenebilmesine olanak
tanmimaktadir (317). Candida albicans gibi patojenlerin bulasicit hastaliklarda yeni
terapotikler gelistirmek i¢in etki mekanizmasinin anlasilmasi gereklidir ve bu nedenle

zebra balig1 modeliyle yaygin olarak ¢alisilmaktadir (318-321).
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Ayni zamanda firsat¢1 bir patojen olan Gram-pozitif Enterococcus faecalis
siklikla hastane enfeksiyonlarindan sorumludur ve kok kanali enfeksiyonlarindan izole
edilen en yaygin bakterilerden biridir (322). Yakin zamanda yapilan iki ¢calismada bu
bakteri izole edilerek karakterize edilmis ve terapotik potansiyele sahip bakteriyofajlar
zebra baliklar1 lizerinde test edilmistir. Antibiyotik direngli E. faecalis enfeksiyonlarinin

tedavisinde zebra balig1 lizerinde denenen bu fajlarin kullanilabilecegi diigiiniilmektedir

(322,323).

Porphyromonas gingivalis, siddetli periodontitis i¢in anahtar oral patojen olarak
kabul edilen gram-negatif bir anaerobdur (324). Kardiyovaskiiler hastalik, ateroskleroz
ve diyabet gibi sistemik hastaliklar periodontitis ile iligskilendirilmistir (325). Widziolek
ve arkadaglari, sistemik patojenite mekanizmalarini inceleyerek zebra baliginin hem
konagin P. gingivalis enfeksiyonuna verdigi yanitt hem de bakteriyel viriilans1 incelemek

icin uygun bir model oldugu sonucuna varmislardir (326).

Zebra balig1 ayrica kimyasal toksisiteyi degerlendirmek icin giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Zhao ve arkadaslari, dis hekimliginde yaygin olarak kullanilan ancak
heniiz sistematik olarak in vivo degerlendirilmemis bir restorasyon teknigi olan metal
destekli porselen kronlar1 olusturan cesitli metal alasimlarinin zebra baliginin embriyonik

ve larval gelisimi lizerindeki etkilerini degerlendirmistir (327).

Alifui-Segbaya ve arkadaslari, dis hekimliginde {i¢ boyutlu protez tabanlari,
splint, sinirlayicilar, cerrahi kilavuzlar ve teshis modelleri i¢in kullanilan ¢ tip
metakrilatin (E-Denture, E-Guard ve Dental SG) zebra baliginin ilk gelisimi tizerindeki

toksikolojik ve teratojenik etkilerini incelemislerdir (328).

Hsieh ve arkadaslari ise elektrolize suyun embriyonik zebra balig1 iizerinde in-
vivo toksisitesini ve Streptococcus mutans'a karst antimikrobiyal etkinligini

dogrulamistir (329).

Bu caligmalara gore, zebra baligi calismalarinin dis hekimliginde mevcut
biyolojik degerlendirme testlerine eklenebilecek giivenilir bir toksikolojik tarama aract
olabilecegi bildirilmistir (327-329). Bugiine kadar zebra balig1 iizerinde yapilan
caligmalarin ¢cogu, zebra balig1 ve kemirgen toksisitesi arasindaki korelasyonun yiiksek
oldugu ve bu nedenle kemirgenlerde ve diger hayvanlarda toksisite testlerine uygun bir

alternatif oldugu sonucuna varilmaktadir (330).
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2.5. APOPTOZUN BELIiRLENMESI

Apoptozis, organizmanin sahip oldugu hasarli hiicreleri ve farklilagsmadan sonra
gerekli olmayan hiicreleri ortadan kaldirarak organizmayi koruyan yerlesik bir hiicre
olim programidir. Apoptoz, normal biyolojik siireclerde gerceklesebilmektedir. Ayrica
patogenezde hiicre biiylimesi ve farklilasmasi gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik durumlarda

indiiklenir (331-335).

Apoptozun kolayca analiz edilebilmesi, molekiiler hiicre biyolojisi caligmalarinda
ve farkli tedavilerin veya durumlarin goreceli toksisitesinin degerlendirilmesinde
onemlidir (336). Zebra baligi, in vivo olarak apoptozun arastirilmasi i¢in yararli bir
deneysel model hayvandir (337). Yapilan calismalar ile stres kaynakli ve gelisimsel

apopitoz, zebra balig1 embriyolar1 kullanilarak karakterize edilmistir (338-340).

Zebra balig1 ve gelismekte olan embriyolari; omurgali genetigi, gelisimi ve
davranigindaki sorunlari incelemek, insan genetik hastaligini modellemek ve g¢evresel
toksisite analizleri i¢in oldukca ¢ok yonlii bir sistemdir (336,341-343). Diger hayvanlarda
oldugu gibi, zebra baligi embriyolarinda da programlanmis hiicre oliimii, organ
gelisiminin  homeostazisini korur ve morfolojiyi olusturmak ic¢in fazla hiicreleri
uzaklastirir. Apoptoz; dorsal ndral tiip, retina, mercek, kornea, i¢ kulak, notokord, kuyruk,
ylizgecler gibi birgok bolgede izlenebilir. Bu organlar ve dokular embriyogenezin erken
asamalarinda hizla gelismektedir. Ayni zamanda hiicre farklilagmasi ve cogalmasi

dolayisiyla da apoptoz i¢in karmasik mekanizmalar sergilemektedir (344-347).

Bununla birlikte apoptotik hiicrelerin zebra balig1 embriyolarinda in vivo olarak
goriintlilenmesini saglayan cesitli deneysel protokoller gelistirilmistir. En yaygin
kullanilan tekniklerden biri, dsDNA'ya baglandiginda yesil floresan yayan ve nekrotik
hiicrelerden ziyade apoptotik hiicreleri segici olarak boyayan bir niikleik asit
interkalasyon boyasi olan akridin oranjin (AO) kullanimidir (347,348). Biiyiik embriyo
gruplarinda AO boyamasmin hizli bir sekilde 6l¢iilmesini saglayan bir goriintiileme
protokolii agiklanmaktadir. Zebra balig1 embriyolari hiicre biyolojisi ve gevresel toksisite

analizleri i¢in ¢ok uygun bir modeldir.
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Istatistiksel olarak anlamli sayida embriyoda apoptoz seviyelerini analiz
edebilecek basit bir yontem olan ve dansitometrik tekniklere dayanan goreceli apoptoz
diizeylerinin hizli ve biiyiik 6l¢ekli analizi igin bir "grup floresan" yontemi Onerilmistir
(336). AO boyamas1 embriyodan embriyoya oénemli ol¢lide degiskenlik gosterdiginden
ve istatistiksel titizligi saglamak i¢in ¢cok sayida embriyo analiz edilmesi gerektiginden,

bu yaklagim ¢ok onemlidir (349).

Kaspazlar, programlanmis hiicre 6liimii ve inflamasyonda anahtar rol oynayan bir
sistein proteaz ailesidir (350). Cok hiicreli organizmalarda, makromolekiiler sinyal
kompleksleri yoluyla aktif olmayan prokaspazlar bir araya gelmektedir. Bunlarin
yakinliginin neden oldugu otoaktivasyon ve proteolitik islevler kaspazlari aktive
etmektedir. Kaspazlar tarafindan kontrol edilen molekiiler yollar, 6karyotlarda evrimsel
olarak korunmaktadir. Kaspazlar ilk olarak inflamasyonda ve apoptotik hiicre 6liimiinde
tanimlanmistir. Apoptozu indiikleyerek veya inflamatuar hiicre 6liimiinii ger¢eklestirerek

temel hiicresel siirecleri diizenlemek iizere gelismislerdir (351).

Hiicre Oliimiiniin programli olarak yiiriitiilmesi sonucunda kaspazlar aktiflesir.
Hiicre oliimleri, ilgili spesifik kaspazlar tarafindan belirlenir (351). Bunlarin arasinda
kaspaz-3, bir¢ok 6nemli hiicresel proteinin spesifik boliinmesini katalize eden ve siklikla
aktive olan bir 6liim proteazidir. Apoptoz igin gereklidir. incelenen tiim hiicre tiplerinde
apoptotik kromatin yogunlagsmasi1 ve DNA par¢alanmasinda bir araci rolii vardir. Bu
nedenle; kaspaz-3, hiicrenin pargalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu ile iliskili
belirli siireclerde goriilmektedir. Ayni zamanda hiicre canliliginin kaybedilme

asamasinda veya oncesinde de islev gorebilir (352).

Programlanmis hiicre 6liimii, inflamasyon ve dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesinde kaspazlarin rolii arastirilmaktadir. Kaspazlarin roliiniin bilinmesi,
kanserin, otoinflamatuar ve bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in gereken terapotik

yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (353).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez galismasi, izmir Biyotip ve Genom Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 09/03/2022 tarihinde 2022-010 protokol numarast ile etik agidan uygun
goriilmiistiir (EK). Proje, 6550 sayili Kanun kapsaminda Tiirkiye’nin ilk Tematik
Aragtirma Merkezi olarak faaliyet gosteren izmir Biyotip ve Genom Merkezi’nin

biinyesinde yer alan Vivaryum- Zebrabalig1 Birimi’nde yiiriitiilmiistiir.

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanmilan Kuafaj Materyalleri

Oxford ActiveCal PC, Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya

Harvard BioCal-CAP, Harvard Dental Internationl GmbH, Almanya

MTA Angelus, Angelus, Brezilya

Biodentine, Septodont, Fransa

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Pastor Pipeti PE 3 ml, ISOLAB Laborgerite GmbH, Almanya
e 90 x 17 mm Petri Kutusu, ISOLAB Laborgeridte GmbH, Almanya

e Vidali Kapakli 50 ml Santrifiij Tiipii, ISOLAB Laborgerite GmbH,
Almanya

e Pipet, Bio-Rad Laboratories, Inc., Amerika

e 20-200 pL pipet uglari, Eppendorf Otomatik Pipet Setleri, Eppendorf SE,
Almanya

e 100-1000 pL pipet uglari, Eppendorf Otomatik Pipet Setleri, Eppendorf
SE, Almanya

e 2 ml kapakli Eppendorf tiipler, CLEAR-LOCK Microtubes 2 ml
CLEARLine Kapakli Eppendorf Tiipii, BIOSIGMA S.p.A., Italya

e Diiz kuyulu 3 ml hiicre kiiltiirii plaklari, ISOLAB Laborgerite GmbH,
Almanya
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Minisart filter 16534K pore size 0,2 um, Sartorius Company GmbH,
Almanya

Paraformaldehyde Emprove 1 kg (Paraformaldehit) CAS: 30525-89-4,
Merck, Almanya

PBS Soliisyonu (PBS Buffer) 1 L pH: 7,2, Glindiiz Kimya, Tiirkiye

Tetrabutylammonium Hydroxide %40 (METOH) 972.06P.0100, ISOLAB
Laborgerdte GmbH, Almanya

%0,05 Tween-20, Ataman Kimya, Tiirkiye
Dimetil Siilfoksit (DMSO), 1L, Ataman Kimya, Tiirkiye
Kegi serumu %10, 500 mL Thermo Fisher Scientific, ABD

Si1gir serum albiimini %7,5, 100 mL, Thermo Fisher Scientific, ABD

.3. Kullanilan Cihazlar

ZEISS Stemi 508 Stereo Mikroskop, ZEISS Group, Almanya
Olympus SZX7 Stereo Mikroskop, Olympus Corporation, Japonya
Stabilitherm Incubator LV42589161, Thermo Fisher Scientific, ABD

Sartorius Entris 2202- 1S Hassas Terazi, Sartorius Company GmbH,
Almanya

Thermo Scientific Safe 2020 Class II Biyolojik Giivenlik Kabini, Thermo
Electron LED GmbH, Almanya

Memmert UNB 400 Etiiv, Memmert GmbH, Almanya
Eppendorf Centrifuge 5702 R Santrifiij Cihazi, Eppendorf SE, Almanya
Olympus SZX16, Olympus Corporation, Japonya

Zeiss LSM880 Lazerli Konfokal Mikroskop, ZEISS Group, Almanya
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3.1.4. Kullanmilan Kimyasal Materyaller

Acridine orange C014 10 mg/ mL, 1 ml, ABP Biosciences, ABD

Cleaved Caspase-3 (Aspl75) (SA1E) Rabbit mAb #9664 Cell Signaling
Technology, ABD

Fluorescein (FITC) AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Vector
Laboratories, ABD

Triton X-100 f 1 L, 0,1%, 108603, Merck, Almanya
Tricaine methanesulfonate, Sigma- Aldrich, Merck Millipore, Almanya

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), Thermo Fisher Scientific, ABD

3.1.5. E3 Ortamn I¢erigi

5mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl,, 0,33 mM MgSO4, and 0,1%

Metilen Mavisi

3.2. TEST SOLUSYONLARININ HAZIRLANMASI

Ticari olarak temin edilebilen dort dental materyal, Oxford ActiveCal PC,
Harvard BioCal-CAP, MTA Angelus ve Biodentine, bu ¢alismada kullanildi (Resim 3.1).

Bu iirlinler iireticinin talimatlarina gore hazirlandi. Materyallerin kullanim amaci, tiretici

firma, kompozisyon sertlesme tipi ve siiresi ile ilgili bilgiler Tablo 3.1’de

gosterilmektedir.
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Resim 3.1: Calismada kullanilan pulpa kuafaj materyalleri; Oxford ActiveCal PC
(Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya) (A), Biodentine (Septodont, Fransa) (B),
Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental Internation]l GmbH, Almanya) (C), MTA
Angelus (Angelus, Brezilya) (D)
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan materyallerin kullanim amaci, iiretici firma,

kompozisyon sertlesme tipi ve siiresi

Materyal Kullanim Uretici Firma Kompozisyon Sertlesme Tipi Sertlesme
Amaci Siiresi
Biodentine Bioaktif Septodont, Toz: Trikalsiyum silikat tozu | Kendiliginden 12 dakika
Dentin Saint-Maur- des | Likit:  Hizlandirict1  olarak | sertlesir.
Tamir Fosses Cedex, | kalsiyum klorid ve yardimci
Materyali Fransa maddeler
MTA Endodontik | Angelus Toz: Trikalsiyum  Silikat, | Kendiliginden 15 dakika
Angelus Tamir Industria De | Dikalsiyum Silikat, | sertlesir.
Simani Produtos Trikalsiyum Aliiminat,
Odontologicos Tetrakalsiyum Aluminoferrit,
Ltda., Londra | Bizmut Oksit, Demir Oksit,
Parana, Brezilya | Kalsiyum karbonat,
Magnezyum oksit, Kalsiyum
oksit, Kristalin silika Likit:
Distile su
Harvard Direkt ve | Harvard Dental | Mineral oksit tiirleri ve | en az 1000mW/cm2 | 40 saniye
BioCal-CAP | Indirekt International metakrilatlarin karigimi 151k yogunluguna
Pulpa GmbH, sahip bir
Kuafaj1 i¢cin | Margaretenstrall polimerizasyon iinitesi
Biyoaktif, € 2-4, (dalga boyu aralig:
Isikla 15366 400-500 nm)
Sertlesen Hoppegarten, kullanarak 151k ile
Rezin ile | Almanya sertlesir.
Modifiye
Edilmis
MTA
simant
Oxford Isikla First Scientific | Uretici  firma tarafindan | en az 1000mW/cm2 | 40 saniye
ActiveCal Sertlesen Dental Materials | paylasilan bilgi kitapgiginda | 151k yogunluguna
PC Rezin ile | GmbH, 25335 | MTA dolduruculari(filler) | sahip bir
Giiclendiril | Elmshorn, icerdigi ~ ve  rezin ile = polimerizasyon {initesi
mis MTA | Almanya giiclendirilmis oldugu bilgisi = (dalga boyu aralig1
Pulpa disinda bir bilgi | 400-500 nm)
Kuafaj paylasilmamustir. kullanarak 151k ile
Materyali sertlesir.
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Uretici talimatlarma gore hazirlanan materyaller, hassas terazi ile olgiildii.
Igerisinde zebra baligi embriyolarinin canliliklarm siirdiirebilmek igin gerekli olan

maddelerden olusan E3 kontrol medyumu bulunan 50 ml steril falkon tiiplere her

materyalden 1 g konuldu (Resim 3.2).

Resim 3.2: 1 g kuafaj materyali ve 50 ml E3 soliisyonu igeren steril falkon tiipler

Icerisinde 1 g materyal bulunan bu tiipler, 15 dakika boyunca ultraviyole altinda
steril edildi. Tiipler daha sonra 24 saat boyunca 37°C’ye ayarlanmis etiivde bekletildi. 24
saat sonunda her bir tlip 1 dakika boyunca 0.4x1000 rcf’de santrifiij edilerek igerisindeki
partikiillerin ¢okelmesi saglandi (354) (Resim 3.3).
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Resim 3.3: Tiiplerin santrifiij cihazina konulmasi ve santrifiij edilmesi

Tiipler, bliylik partikiillerin ayrigtirilmasi i¢in 0,2 pm’lik filtreler kullanilarak
filtre edildi (354) (Sekil 3.4).

E3 IWEh vingls  ocing

i
:
3
=
E % 2
H ¥
- s
k]

Resim 3.4: Tiiplerin filtrelenmesi (A), Filtre edildikten sonra tiiplerin goriintiisii (B)

Bu agamadan sonra doz hesaplamalar1 yapildi. Oxford ActiveCal PC, Harvard
BioCal- CAP, MTA Angelus ve Biodentin materyalleri, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32
oranlarinda seyreltilmek iizere toplam 6 doz belirlendi. Tablo 3.2°de x, x/2, x/4, x/8, x/16

ve x/32 dozlari i¢in kullanilacak test soliisyonu ve E3 miktarlar1 belirtilmistir.

39



Tablo 3.2: Belirlenen dozlar i¢in kullanilan test soliisyonu ve E3 miktarlar

Dozlar Test Soliisyonu E3
Kontrol - 2 ml

X 2 ml

x/ 2 1 ml 1 ml

x/ 4 0,5 ml 1,5 ml

x/ 8 0,25 ml 1,75 ml
x/ 16 0,125 ml 1,875 ml
x/ 32 0,0675 ml 1,9325 ml

Her materyal, daha sonra zebra balii embriyolarinin bulundugu ortamlara
konulmak iizere Tablo 3.2°de belirtilen dozlarda, 2 ml kapakli Eppendorf tiiplere 100-
1000 pL, 20-200 puL’lik pipetler ve 20-200 puL ve 100-1000 puL pipet uclar: kullanilarak
transfer edildi (Resim 3.5).

Resim 3.5: Pipet ve pipet uglar1 kullanilarak her bir doz i¢in 2 ml ‘lik Eppendorf

tiiplerin icerisine materyallerin hazirlanmasi
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Tablo 3.2’de belirtilen dozlarda 2 ml eppendorf tiiplere hazirlanan Oxford
ActiveCal PC, Harvard BioCal- CAP, MTA Angelus ve Biodentin test soliisyonlar altt
kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarina konuldu (Sekil 3.1, Resim 3.6).

H Kontrol =

X X/2 X/4 X X/2 X/4

-{ MTA Angelus % —{ Biodentine ’—
X/8 X/16 X/32 X/8 X/16 X/32
X X/2 X/4 X X/2 X/4

‘{ Harvard BioCal-CAP k —{ Oxford ActiveCal PC %
X/8 X/16 X/32 X/8 X/16 X/32

Sekil 3.1: Alt1 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarinin test soliisyonlarina gore isaretlenmesi

U4

Resim 3.6: 2 ml eppendorf tiiplerde hazirlanan test soliisyonlarin igerisinde embriyo

bulunan hiicre kiiltiirii plakalarina konulmasi
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3.3. DENEYDE KULLANILACAK EMBRIiYO SAYISININ
BELIiRLENMESI

Deney gruplari belirlenirken istatistiksel dnemi saglayacak minimum say1 dikkate
alindi. Bu arastirmada Orneklem biiyiikliigiiniin hesaplanmasinda G*Power 3.1.9
programi kullanildi. Orta diizey etki biiytikliigii (f=0.25), %95 istatistiksel gii¢c ve 0,05
hata pay1 i¢in ¢aligmaya dahil edilmesi gereken minimum 6rneklem sayisi her bir alt grup

icin 30 embriyo olmak tizere her bir grup i¢in toplam 180 embriyo olarak belirlendi.

3.4. ZEBRA BALIKLARININ iDAME ETTIRILMESi VE EMBRiYO
ELDESI

Deneyler, Izmir Biyotip ve Genom Merkezi, Zebra Balig1 Birimi’nden temin

edilen wildtype AB zebra baliklar1 embriyolar1 kullanilarak yiiriittildi.

25%30x18,5 cm (yiikseklik, en, boy) ebadinda stok akvaryumlarda erkek ve disi
bir arada stoklanmis 5 aylik saglikli zebra baliklar1 alinarak 14:10 saat 151k karanlik
periyodu ve 28°C sicaklig1 olan cam akvaryumlarda 7 giin boyunca ortam kosullarina
adapte edildi (Resim 3.7). Bu esnada baliklar giinde 2 kez Artemia salina ile beslendi.

Tank temizligine dzen gosterildi. iki giinde bir suyun yar1 yartya degistirilmesi sagland.
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Resim 3.7: Erkek ve disi saglikli zebra baliklarin bulundugu akvaryumlar

Ciftlesme akvaryumu olarak 7 tank alinarak saglikli zebra baliklardan her bir
tankta 3 disi ve 2 erkek olmak iizere toplamda 21 disi ve 14 erkek zebra balig1 aralarinda
bariyer olacak sekilde bir gece bekletilip ertesi giin aralarindaki bariyer uzaklastirilarak
baliklar ciftlesmeye birakildi. Bariyer kaldirildiktan yaklasik 2 saat sonra baliklar
yumurta vermeye bagladi (Resim 3.8) ve 0. saatteki embriyolar deney icin kullanilmak

tizere topland.
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Resim 3.8: Erkek ve disi zebra baliklarinin tanklarda bekletilmesi (A), Bariyerin

kaldirilmasi ve baliklarin yumurta vermeye baslamasi (B)

Embriyolar iyice yikanarak 10 cm?’lik steril petride E3 ortaminin igerisine alindu.
Olii embriyolar stereomikroskop altinda steril pasteur pipetler kullanilarak ortamdan

uzaklagtirildi (Resim 3.9).

Resim 3.9: Embriyolarin stereomikroskop altinda incelenmesi

Embriyolar daha sonra 2 ml E3 ortaminin i¢inde, her bir materyalin alt deney
gruplar1 ve kontrol grubu n=30 embriyo olacak sekilde 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii

kaplarma alinarak (Resim 3.10) 28°C sicakliga ayarlanmis inkiibatorde inkiibe edildi.
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Resim 3.10: 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinin materyallere gore hazirlanmasi ve

embriyolarin dagitilmasi

3.5. EMBRiIYONIK TOKSISITE VE MORTALITENIN BELIRLENMESI

Tablo 3.2’de belirtilen dozlarda 2 ml eppendorf tiiplere hazirlanan Oxford
ActiveCal PC, Harvard BioCal- CAP, MTA Angelus ve Biodentin test soliisyonlar altt
kuyulu hiicre kiiltiiri plaklarina konuldu. Stereo mikroskop altinda incelenerek kontrol
grubunda 30 embriyo ve her bir deney grubunun alt gruplari i¢in 30’ar embriyodan bir
deney grubu icin toplam 180 embriyo olacak sekilde alti kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina ayrilan embriyolar embriyonik toksisite ve mortalitenin belirlenmesi i¢in test

soliisyonlart ile sartlandirilmis ortamda biiyiimeye tabi tutuldu.

3.5.1. Sag Kalim Oram

Test soliisyonlari ile sartlandirilmis ortamda biiylimeye tabi tutulan zebra baligi
embriyolari; 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo mikroskop kullanilarak incelendi
ve mikroskop altinda Olympus cellSens Entry programi (Olympus cellSens Entry
Imaging Software, Olympus LS, Japonya) ile goriintiilenerek goriintiiler kaydedildi
(Resim 3.11).
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Resim 3.11: Embriyolarin stereomikroskop altinda incelenmesi ve goriintiilerin

kaydedilmesi

Mortalite kriteri olarak embriyo koagiilasyonu, kalp atisinin olmayisi, somit
gelismede basarisizlik kabul edildi. Bu kriterler géz 6niinde bulundurularak 6li kabul

edilen embriyolar goriintiilenme isleminin ardindan toplanarak ortamdan uzaklastirildi.

Olii sayilari; 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde hem manuel olarak hem de dijital
ortamda kaydedildi. Test soliisyonuna tabi tutulan embriyolar, 28°C sicaklia ayarlanmig

inkiibatorde inkiibe edildi (Resim 3.12).
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Resim 3.12: 28°C sicakliga ayarlanmis inkiibator

Hiicre kiiltiirii plakalarinda bulunan soliisyonlar her 24 saatte bir hazirlanan taze

soliisyonlar ile degistirildi. Deney 3 kez tekrarlandi.

3.5.2. Koryondan Cikis Oram

Test soliisyonlari ile sartlandirilmis ortamda biiylimeye tabi tutulan zebra baligi
embriyolari; 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo mikroskop kullanilarak incelendi
ve mikroskop altinda Olympus cellSens Entry programi (Olympus cellSens Entry
Imaging Software, Olympus LS, Japonya) ile goriintiilendi (Resim 3.13)
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Resim 3.13: Embriyolarin stereomikroskop altinda incelenmesi ve goriintiilerin

kaydedilmesi

Koryondan ¢ikan canli larvalarin sayilari 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde
manuel olarak hem de dijital ortamda kaydedildi. Test soliisyonuna tabi tutulan
embriyolar, 28°C sicakliga ayarlanmig inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirii
plakalarinda bulunan soliisyonlar her 24 saatte bir hazirlanan taze soliisyonlar ile

degistirildi. Deney 3 kez tekrarlandi.

3.5.3. Malformasyonlar

Test soliisyonuna tabi tutulan embriyolar, 28°C sicakliga ayarlanmis inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirii plakalarinda bulunan soliisyonlar her 24 saatte bir hazirlanan

taze sollisyonlar ile degistirildi.

48, 72, 96 ve 120. saatlerde embriyolarin kalp 6demi, vitelliis kesesi 6demi,
vertebra deformasyonu ve kuyruk anomalisi, kuyrugun olmayisi, aksiyal
malformasyonlar gibi viicut anomalileri incelenerek malformasyon gosteren canli

embriyolar belirlendi.
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Test soliisyonlar1 ile sartlandirilmig ortamda biiylimeye tabi tutulan zebra balig1
embriyolari; 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo mikroskop kullanilarak incelendi ve
mikroskop altinda Olympus cellSens Entry programi (Olympus cellSens Entry Imaging
Software, Olympus LS, Japonya) ile goriintiilendi. Deney 3 kez tekrarlandi.

3.6. APOPTOZUN BELIiRLENMESI

3.6.1. Akridin Oranj Boyama Yontemi

Programlanmis hiicre 6liimiiniin (apoptozis) canli embriyolarda belirlenmesinde,
elektrostatik ¢ekim araciligryla DNA ve RNA ile etkilesime giren bir metakromatik boya
olan Akridin Oranj (AO) kullanilmaktadir. Normal, saglikli hiicrelere AO boyasi
gecemezken, plazma membrani hasar gormiis nekrotik veya apoptotik hiicrelere

gecebilmektedir (336).

24,48, 72,96 ve 120. saatlerde sag kalim ve koryondan ¢ikis deneylerinde izlenen
prosediirler gergeklestirildi. 120. saatte canli embriyolarin bulundugu toksik olmayan en
etkili dozlar {izerinden apoptoz deneylerine baslandi. -20°C’de saklanmis 1 ml akridin
oranj boyast (Resim 3.14) 10 mg/mL olacak sekilde DMSO (dimetil siilfoksit)

coOzeltisinde ¢ozdiirildii.

Cat: 40039
Lot: 18A1119

Acridine 07
&

For Rogearch Use O

Resim 3.14: -20°C’de saklanmis 1 ml akridin oranj (Acridine orange C014 10 mg/mL,
1 mL, ABP Biosciences, ABD)
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Kontrol grubundan 10 adet embriyo negatif kontrol olarak ayrildi. Test
soliisyonlarina maruz kalmis embriyolarin bulundugu her bir kuyucuga 2 pL akridin oranj

koyuldu. Kontrol grubunda ve diger tiim alt gruplarda en fazla 10 embriyo olacak sekilde

embriyolar akridin oranj boyasi ile 60 dakika karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi
(Resim 3.15).

Resim 3.15: Akridin oranj boyasi konulmus hiicre kiiltiirii plakalar1

Inkiibasyon sonrasi embriyolar 3 kez E3 ile yikandi. Akridin oranj boyasi ile
boyanmis embriyolar floresan mikroskopta incelendi ve Olympus cellSens Entry
programi (Olympus cellSens Entry Imaging Software, Olympus LS, Japonya) ile
gorlintiiler kaydedildi (Resim 3.16). Deney 3 kez tekrarlandi.
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Resim 3.16: Boyama sonrasi kullanilan floresan mikroskop

3.6.2. Cleaved Caspase-3 ile Whole-Mount Immiin Boyama Yéntemi

Kaspazlar, DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive etmekte,
hiicre iskeletinde bulunan proteinleri kesmekte ve hiicre zarinin tomurcuklanmasina
neden olmaktadir (355-357). Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3,

immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenmektedir (358,359).

Whole-Mount immiinfloresan teknigi asagidaki prosediirler takip edilerek 3 giin

siireyle uygulandi.

[lk giin larvalarin gecirgenligi ve birincil antikor inkiibasyonu yapildi. ikinci giin
yikama ve ikincil antikor inkiibasyonu yapildi. Ugiincii giin; yikama yapildi, larvalar

sabitlendi ve gdmme ortaminda sakland1 (360).
1. Giin:

Kimyasallarla muamele edilmis larvalar yiiksek doz Tricaine Metansiilfonat ile
muamele edildi ve yilizde 4°liik paraformaldehit (PFA) ile eppendorf tiipleri igerisinde bir
giin fikse edildi.

51



Fiksasyonun ardindan deneye baslanana dek %100 MetOH igerisinde -20°C'de
saklandi. Larvalar, fosfat tamponlu salin (PBS) ve %0,1 Triton-X-100’de seyreltilmis
%75, %50, %25 MetOH konsantrasyonlari ile yeniden seyreltildi.

4 kere PBS- %0,1 Triton-X-100 soliisyonuyla, 1 kere saf suyla 5’er dakika olmak

izere yikamalar yapildi.
Tiipler, fiksasyon ve gecirgenlik adimlarinda yatay olarak yerlestirildi.
Saf su, soguk asetonla degistirildi ve -20°C'de 7 dakika inkiibe edildi.
PBS- %0,1 Triton-X-100 soliisyonunda 2 kez 10’ar dakika yikandi.

50 mL PBS; 0,5 g sigir serum albiimini (BSA); 0,5 mL DMSO; 250 uL %10
Triton; 750 pL ke¢i serumu (GS: (15 pL/1 mL) kullanilarak PBDX GS bloklama
tamponu elde edildi. Larvalar, oda sicakliginda 1 saat boyunca PBDX GS bloklama

tamponu ¢ozeltisiyle inkiibe edildi.

PBDX GS uzaklastirildi ve zebra baligi larvalarinda kaspaz antijenlerine
baglanan GS soliisyonu iceren 40 pL birincil antikor (Cleaved caspase-3, (SA1E) CST,
rabbit) diliisyonu eklendi (1:100).

2. Giin:

Birincil antikor uzaklagtirildi ve PBS- %0,1 Triton-X-100'de 2 kez 10’ar dakika
yikama yapildi. %0,05 Tween-20 igeren PBS (PBS-T)’de 30 dakika boyunca 4 kere
yikandi. Sonraki adimlar karanlikta gerceklestirildi. Tiipleri 1siktan korumak igin
aliminyum folyo kullanildi. PBS-T uzaklastirildi. Birincil antikora spesifik olarak
baglanan ve dolayli olarak tespit eden, antikorun floresan boyamada sinyalini
yiikselten PBDX GS'de seyreltilmis 100 pL ikincil antikor (Fluorescein (FITC)
AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) diliisyonu (1:400) eklendi. Daha sonra DNA’y1
isaretleyerek ¢ekirdek sayisinin degerlendirilmesini saglayan floresan bir boya olan DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) (1:200) koyuldu. Oda sicakliginda 1 saat ve ardindan
gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

3. Giin:

Ikincil antikor diliisyonu uzaklastirildi ve PBS-T ile 4 kere 15’er dakika yikama
yapildi. %4 PFA'da oda sicakliginda 20 dakika siireyle muamele edildi. PBS-T ile 1 kere
5 dakika yikama yapild1.
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PBS-T uzaklastirildi ve her bir tiipe 1 damla %80 gliserol eklendi. Gomme islemi
hemen gergeklestirildi ve lamin iizerine yerlestirilen larvalar %80 gliserol igerisinde

+4°C’de karanlikta saklandi. Her bir kosul i¢in 5’er larvadan kesitler alind1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Zebra balig1 larvalarindan alinan kesitlerin sematik gorseli

Ardindan lazerli konfokal mikroskop ile 25x biiylitmede goriintiilendi (Resim

3.17). Cleaved-Caspase-3 pozitif olan hiicreler ImageJ] programu ile analiz edildi.

Resim 3.17: Whole- mount immiin boyama sonrasi kullanilan lazerli konfokal

mikroskop
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tez caligmasinin sonuglari, deney gruplar1 arasindaki anlamlilig1 belirtmek i¢in
kullanilan “’GraphPad Prism 8.0.2.> (GraphPad Prism, San Diego, CA) programu ile
gerceklestirilmistir. embriyo sag kalimlarin belirlenmesi, koryondan ¢ikis oranlarinin
degerlendirilmesi ve apoptoz bulgularinin karsilastirilmali analizi i¢in Iki Yonlii Anova

analizi kullanilmistir.

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) smnirda anlamliligin bulunmasini, p <
0,01(**) istatistiksel anlamlilig1, p < 0,001(***) istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde
oldugunu ve p <0,0001(****) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugunu ifade

etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. EMBRIYO SAG KALIMLARININ BELIiRLENMESI VE ANALIZ
SONUCLARI

Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya), Harvard BioCal-
CAP (Harvard Dental Internationl GmbH, Almanya), MTA Angelus (Angelus, Brezilya)
ve Biodentin (Septodont, Fransa) iceren test soliisyonlar: ile sartlandirilmis ortamda
bliylimeye tabi tutulan zebra balig1 embriyolart; 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo
mikroskop (Olympus SZX7 Stereo Mikroskop, Olympus Corporation, Japonya) ile
incelenerek 6lii sayilart manuel ve dijital olarak kaydedilmistir. Materyal uygulanan
embriyolarin sag kalimlarinin zamana gore kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak analiz

edilmistir. Kontrol grubunda bulunan embriyolarin zaman gore goriintiileri Resim 4.1°de

goriilmektedir.
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Resim 4.1: Kontrol grubunda bulunan embriyolarin zamana gore goriintiileri; 0. saat

(A), 24. saat (B), 48. saat (C), 72. saat (D), 96. saat (E), 120. saat (F)
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4.1.1. Farkhh Dozlarda Oxford ActiveCal PC Materyali Uygulanan
Embriyolarin Sag Kalim Oranlarimin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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Sekil 4.1: Farkli dozlarda Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin sag

kalim oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilagtirmali analizi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

24. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu
belirlenmistir. X/2 dozu (p < 0,01(**)) istatistiksel olarak anlamli bulunmusken X/4, X/8,
X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamuistir (Sekil 4.1). Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 24.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.2°de goriilmektedir.
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Resim 4.2: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 24. saatte farkl

dozlara gore goriintiileri; X dozu (A), X/2 dozu (B), X/4 dozu (C), X/8 dozu (D), X/16
dozu (E), X/32 dozu (F)

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu
belirlenirken X/2 dozunun (p < 0,001(***)) istatistiksel anlamliligin yiiksek diizeyde
oldugu bulunmustur. X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.1). Oxford ActiveCal PC materyali

uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli dozlara gore goriintileri Resim 4.3’te

goriilmektedir.
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Resim 4.3: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

72. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu
belirlenirken X/2 dozunun (p < 0,001(***)) istatistiksel anlamligin yiliksek diizeyde
oldugu bulunmustur. X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.1). Oxford ActiveCal PC materyali
uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli dozlara gore goriintileri Resim 4.4’te

goriilmektedir.
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Resim 4.4: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

96. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X ve X/2 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde
oldugu belirlenmistir. X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.1). Oxford ActiveCal PC materyali
uygulanan embriyolarin 96. saatte farkli dozlara gore goriintileri Resim 4.5°te

goriilmektedir.
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Resim 4.5: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 96. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Oxford ActiveCal PC
materyalinin X ve X/2 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir. X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns))
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.1). Oxford ActiveCal PC
materyali uygulanan embriyolarin 120. saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.6’da

gorlilmektedir.
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Resim 4.6: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin 120. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

4.1.2. Farkh Dozlarda Biodentine Materyali Uygulanan Embriyolarin Sag

Kalim Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile Karsilastirmah Analizi
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Sekil 4.2: Farkli dozlarda Biodentine materyali uygulanan embriyolarin sag kalim

oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilastirmali analizi
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Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0.05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

24. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis olup X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.2). Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 24.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.7°de goriilmektedir.
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Resim 4.7: Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 24. saatte farkli dozlara gore
goriintiileri; X dozu (A), X/2 dozu (B), X/4 dozu (C), X/8 dozu (D), X/16 dozu (E),
X/32 dozu (F)

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis olup X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.2). Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 48.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.8’de goriilmektedir.
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Resim 4.8: Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli dozlara gore

goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)

72. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis olup X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.2). Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 72.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.9°da goriilmektedir.

: A . . a2

Resim 4.9: Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli dozlara gore

goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)

96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis olup X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.2). Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 96.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.10°da goriilmektedir.
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Resim 4.10: Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 96. saatte farkli dozlara gore

goriintiileri; X/16 dozu (A), X/32 dozu (B)

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmis olup X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.2). Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 120.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.11°de goriilmektedir.

Resim 4.11: Biodentine materyali uygulanan embriyolarin 120. saatte farkli dozlara

gore goriintiileri; X/16 dozu (A), X/32 dozu (B)
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4.1.3. Farkh Dozlarda Harvard BioCal- CAP Materyali Uygulanan
Embriyolarin Sag Kalim Oranlarimin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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Chemicals Treated

Sekil 4.3: Farkli dozlarda Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin sag

kalim oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilastirmali analizi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklhilik 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.

24. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal- CAP materyalinin
X dozunun (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yliksek diizey oldugu
belirlenmistir. X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.3). Harvard BioCal- CAP materyali
uygulanan embriyolarin 24. saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.12°de

gosterilmektedir.
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Resim 4.12: Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 24. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X dozu (A), X/2 dozu (B), X/4 dozu (C), X/8 dozu (D), X/16
dozu (E), X/32 dozu (F)

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal- CAP materyalinin
X dozunun (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yliksek diizey oldugu
belirlenmistir. X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.3). Harvard BioCal- CAP materyali
uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.13’te

gosterilmektedir.
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Resim 4.13: Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),

X/32 dozu (E)

72. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal- CAP materyalinin
X dozunun (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugu
belirlenmistir. X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.3). Harvard BioCal- CAP materyali

uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.14’te

gosterilmektedir.
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Resim 4.14: Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal- CAP materyalinin
X dozunun (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey; X/2 dozunun
ise (p < 0,01(**)) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. X/4, X/8, X/16 ve
X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir
(Sekil 4.3). Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 96. saatte farkl

dozlara gore goriintiileri Resim 4.15’te gosterilmektedir.
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Resim 4.15: Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 96. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D), X/32
dozu (E)

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal- CAP
materyalinin X dozunun (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey;
X/2 dozunun ise (p < 0,01(**)) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. X/4, X/8,
X/16 ve X/32 dozlarinda ise (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamustir (Sekil 4.3). Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 120.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.16’da gosterilmektedir.
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Resim 4.16: Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin 120. saatte farkli
dozlara gore goriintiileri; X/2 dozu (A), X/4 dozu (B), X/8 dozu (C), X/16 dozu (D),
X/32 dozu (E)

4.1.4. Farkh Dozlarda MTA Angelus Materyali Uygulanan Embriyolarin Sag

Kalim Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile Karsilastirmali Analizi
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Sekil 4.4: Farkli dozlarda MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin sag kalim

oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilastirmali analizi
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Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0.05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

24. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2, X/4, X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamlili§in ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenirken X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamustir (Sekil 4.4). MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 24.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.17°de gosterilmektedir.
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Resim 4.17: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 24. saatte farkli dozlara
gore gortintiileri; X dozu (A), X/2 dozu (B), X/4 dozu (C), X/8 dozu (D), X/16 dozu (E),
X/32 dozu (F)

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2, X/4, X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenirken X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamustir (Sekil 4.4). MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 48.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.18’de gosterilmektedir.
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Resim 4.18: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 48. saatte farkli dozlara
gore goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)

72. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2, X/4, X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenirken X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamustir (Sekil 4.4). MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 72.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.19°da gosterilmektedir.

Resim 4.19: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 72. saatte farkli dozlara
gore goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)

96. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2, X/4, X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenirken X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamustir (Sekil 4.4). MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 96.

saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.20°de gosterilmektedir.
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Resim 4.20: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 96. saatte farkli dozlara
gore goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2, X/4, X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenirken X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamamistir (Sekil 4.4). MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin

120. saatte farkli dozlara gore goriintiileri Resim 4.21°de gdsterilmektedir.

Resim 4.21: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin 120. saatte farkl1 dozlara
gore goriintiileri; X/8 dozu (A), X/16 dozu (B), X/32 dozu (C)
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4.2. KORYONDAN CIKIS ORANLARININ BELIRLENMESI VE ANALIZ
SONUCLARI

Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya), Harvard BioCal-
CAP (Harvard Dental Internationl GmbH, Almanya), MTA Angelus (Angelus, Brezilya)
ve Biodentin (Septodont, Fransa) iceren test soliisyonlar: ile sartlandirilmis ortamda
bliylimeye tabi tutulan zebra balig1 embriyolari; 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo
mikroskop (Olympus SZX7 Stereo Mikroskop, Olympus Corporation, Japonya) ile
incelenerek 6lii sayilart manuel ve dijital olarak kaydedilmistir. Materyal uygulanan

embriyolarin koryondan ¢ikis oranlarin zamana gore kontrol grubu ile karsilagtirmali

olarak analiz edilmistir.

4.2.1. Farkhh Dozlarda Oxford ActiveCal PC Materyali Uygulanan

Embriyolarin Koryondan Cikis Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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Chemicals Treated

Control Oxford X Oxford X/2 Oxford X/4
Oxford X/8 Hl Oxford X/16 Bl Oxford X/32

Sekil 4.5: Farkli dozlarda Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin

koryondan ¢ikis oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilagtirmali analizi
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Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

48. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
tiim dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil

4.5).

72. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X ve X/2 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns))

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.5).

96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Oxford ActiveCal PC materyalinin
X ve X/2 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns))

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir (Sekil 4.5).

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Oxford ActiveCal PC
materyalinin X ve X/2 dozlarinda (p <0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizey oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p>
0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.5).
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4.2.2. Farkh Dozlarda Biodentine Materyali Uygulanan Embriyolarin
Koryondan Cikis Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 120 hpf
Chemicals Treated
Control Biodentine X Biodentine X/2 Biodentine X/4
Biodentine X/8 Hl Biodentine X/16 El Biodentine X/32

Sekil 4.6: Farkli dozlarda Biodentine materyali uygulanan embriyolarin koryondan ¢ikis

oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilastirmali analizi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml 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.

48. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Biodentine materyalinin tiim

dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamstir (Sekil 4.6).

72. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4 ve X/8 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde
oldugu X/16 dozunun ise (p < 0,01(**)) istatistiksel anlamlilik gosterdigi belirlenmistir.
Bununla birlikte X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamastir (Sekil 4.6).
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96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.6).

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Biodentine materyalinin X, X/2,
X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.6).

4.2.3. Farkhh Dozlarda Harvard BioCal- CAP Materyali Uygulanan
Embriyolarin Koryondan Cikis Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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Harvard X/8 I Harvard X/16 I Harvard X/32

Sekil 4.7: Farkli dozlarda Harvard BioCal- CAP materyali uygulanan embriyolarin

koryondan ¢ikis oranlarinin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilagtirmali analizi

77



Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal-CAP materyalinin
tiim dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil

4.7).

72. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Harvard BioCal-CAP materyalinin
X dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiliksek diizey oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns))
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.7).

96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal-CAP materyalinin
X dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yliksek diizey oldugu; X/2
dozunun ise (p < 0,01(**)) istatistiksel anlamlilik gdsterdigi belirlenmistir. X/4, X/8,
X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamaistir (Sekil 4.7).

120. saat: Kontrol grubu ile karsilastinldiginda Harvard BioCal-CAP
materyalinin X dozunda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu; X/2 dozunun ise (p < 0,01(**)) istatistiksel anlamlilik gosterdigi belirlenmistir.
X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamastir (Sekil 4.7).
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4.2.4. Farklhh Dozlarda MTA Angelus Materyali Uygulanan Embriyolarin
Koryondan Cikis Oranlarinin Belirli Zamanlarda Kontrol Grubu ile

Karsilastirmah Analizi
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Sekil 4.8: Farkli dozlarda MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin koryondan

¢ikis oranlarmin belirli zamanlarda kontrol grubu ile karsilastirmali analizi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklhilik bulunmamasini, p < 0,05(*) simirda 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.

48. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin tim
dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamstir (Sekil 4.8).
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72. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MTA Angelus materyalinin X ve
X/2 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey; X/4
dozunun ise (p < 0,001(***)) istatistiksel anlamliliginin yiiksek diizeyde oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.8).

96. saat: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTA Angelus materyalinin X, X/2
ve X/4 dozlarinda (p < 0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.8).

120. saat: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MTA Angelus materyalinin X,
X/2 ve X/4 dozlarinda (p < 0,0001(***%*)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p> 0,05(ns))

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir (Sekil 4.8).

43. MALFORMASYON GOSTEREN EMBRIiYO/ LARVALARIN
GORUNTULENMESI

Test soliisyonlar: ile sartlandirilmig ortamda biiylimeye tabi tutulan zebra balig1
embriyolari; 0, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde stereo mikroskop (Olympus SZX7 Stereo
Mikroskop, Olympus Corporation, Japonya) kullanilarak incelenmis ve mikroskop
altinda Olympus cellSens Entry programi (Olympus cellSens Entry Imaging Software,
Olympus LS, Japonya) ile goriintiilenmistir.

Kalp 6demi, vitelliis kesesi 6demi, vertebra deformasyonu ve kuyruk anomalisi,
kuyrugun olmayisi, aksiyal malformasyonlar gibi viicut anomalilerini igeren
malformasyonlar incelenerek malformasyon gdsteren embriyo/ larvalarin goriintiileri

kaydedilmistir.

Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya), Harvard BioCal-
CAP (Harvard Dental Internationl GmbH, Almanya), MTA Angelus (Angelus, Brezilya)
ve Biodentine (Septodont, Fransa) maruz birakilan zebra balig1 embriyo/ larvalarinda 48,
72 ve 96. saatlerde malformasyonlar goézlenmistir. Bu malformasyonlar; vertebra
deformasyonlari, karin 6demi, yolk kesesi 0demi, kalp 6demi, goz, bas ve kuyruk

anomalileri, aksiyal deformasyonlar seklinde sayilabilmektedir Resim 4.22).
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Resim 4.22: Kontrol grubu (A), Malformasyon gdsteren canli embriyo drnekleri (B),
(C), (D); OE: omurga egriligi, KO: karmn dédemi, KD: kuyruk deformasyonu, YKO: yolk
kesesi 6demi, PKO: perikardiyal 6dem, KA: kafa anomalisi, GA: gbz anomalisi, BK:
boy kisalig1.
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Resim 4.23: 72. saatte ciddi malformasyon gosteren embriyo 6rnekleri; Oxford
ActiveCal PC X/8 deney grubunda bulunan ve ciddi malformasyon gosteren bir zebra
balig1 embriyosu (A), Biodentine X/8 deney grubunda bulunan ve ciddi malformasyon
gosteren bir zebra balig1 embriyosu (B), Harvard BioCal- CAP X/8 deney grubunda
bulunan ve ciddi malformasyon gosteren bir zebra balig1 embriyosu (C), MTA Angelus
X/8 deney grubunda bulunan ve ciddi malformasyon gdsteren bir zebra balig1

embriyosu (D)

Materyallerin yiiksek konsantrasyonlarda malformasyonlara yol ac¢tigi goriilmiis
ve bu canlilarin hareket kabiliyetlerinde bozukluklar tespit edilmistir. Materyallerin
diisiik konsantrasyonlarinda malformasyon bulgusu izlenmemistir. En belirgin goriilen
malformasyon perikardiyal 6dem olmakla beraber omurga egriligi, biikiilmiis kuyruk,
pigment eksikligi, gelisme geriligi yaygin olarak goriilen diger malformasyonlardir. Ciddi
malformasyon gosteren embriyo/larvalarin bir sonraki deney saatine kadar canliligini
yitirdigi goriilmiistiir (Resim 4.23). Malformasyon gdsteren embriyolar bir sonraki deney
saatinde Olii olarak tespit edildiginden ve istatistiksel olarak anlamli sayida malformasyon

bulgusu goriilmediginden dolay1 analiz yapilmamustir.
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4.4. APOPTOZUN BELIRLENMESI VE ANALIZ SONUCLARI

4.4.1. Akridin Oranj ile Boyama Yontemi Analiz Sonuclari

120. saatte canli embriyolarin bulundugu toksik olmayan en etkili dozlar
lizerinden apoptoz deneylerine baslanmistir. Canli kalan tiim deney gruplar1 apoptoz
deneylerine dahil edilmistir. Akridin oranj boyasi ile boyanmis embriyolar floresan
mikroskopta (Olympus SZX16, Olympus Corporation, Japonya) incelenmis ve Olympus
cellSens Entry programi (Olympus cellSens Entry Imaging Software, Olympus LS,

Japonya) ile goriintiiler kaydedilmistir.

Veriler, ImageJ programi ile analiz edilmistir. Kontrol floresans yogunlugu =
%100 dikkate alinarak normallestirilmistir. Entegre/Birlesik Yogunluk, "IntDen" (Alan
ve Ortalama Gri Degerinin ¢arpimi) ve "RawlIntDen" (goriintiideki veya se¢imdeki
piksellerin degerlerinin toplami) olmak iizere iki degerin goriintiilenmesi ve hesaplanmasi

ile elde edilmistir (361).

4.4.1.1 Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarda akridin
oranj ile boyama yontemi analiz sonuclari: 120. saatte Oxford ActiveCal PC
materyalinin x/4, x/8, x/16 ve X/32 dozlarinda canli embriyolar gériilmiistiir. Bu deney

gruplar1 apoptoz deneylerine dahil edilmistir (Resim 4.24).

Resim 4.24: Kontrol grubu ve Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarin

farkli dozlara gore floresan mikroskop goriintiileri; Kontrol grubu (A), X/4 dozu (B),
X/8 dozu (C), X/16 dozu (D), X/32 dozu (E)
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Sekil 4.9: Oxford ActiveCal PC materyali uygulanan embriyolarda apopitozun floresan

yogunlugu ile belirlenmesi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) simirda anlamliigin 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.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda X/4, X/8 ve X/16 dozlarinda p <
0,0001(****) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugu; X/32 dozunda ise (p <
0,05(*)) simirda anlamliligin bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.9).

4.4.1.2 Biodentine materyali uygulanan embriyolarda akridin oranj ile
boyama yontemi analiz sonuclari: 120. saatte Biodentine materyalinin X/32 dozunda
canlt embriyolar goriilmiistiir. Bu deney gruplar1 apoptoz deneylerine dahil edilmistir.
X/16 dozunda canli kalan embriyo sayisi ¢ok diisiik oldugu icin AO analizine

eklenmemistir (Resim 4.25).
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Resim 4.25: Kontrol grubu ve Biodentin materyali uygulanan embriyolarin farkl

dozlara gore floresan mikroskop goriintiileri; Kontrol grubu (A), X/32 dozu (B)
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Sekil 4.10: Biodentine materyali uygulanan embriyolarda apoptozun floresan

yogunlugu ile belirlenmesi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklhilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunamamaistir (Sekil 4.10).
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4.4.1.3 Harvard BioCal-CAP materyali uygulanan embriyolarda akridin
oranj ile boyama yontemi analiz sonuclari: 120. saatte Harvard BioCal-CAP
materyalinin X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda canli embriyolar goriilmiistiir. Bu
deney gruplar1 apopitoz deneylerine dahil edilmistir (Resim 4.26).

Resim 4.26: Kontrol grubu ve Harvard BioCal-CAP materyali uygulanan embriyolarin

farkli dozlara gore floresan mikroskop goriintiileri; Kontrol grubu (A), X/2 dozu (B),
X/4 dozu (C), X/8 dozu (D), X/16 dozu (E), X/32 dozu (F)
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Sekil 4.11: Harvard BioCal-CAP materyali uygulanan embriyolarda apoptozun floresan

yogunlugu ile belirlenmesi
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Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) sumirda 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.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda X/2 dozunda (p < 0,0001(****)) istatistiksel
anlamliligin ¢ok yiiksek diizey; X/4 dozunun (p < 0,01(**)) istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriiliirken X/8 dozunda (p < 0,001(**%*)) istatistiksel anlamligin yiiksek diizeyde
oldugu ve X/16 dozunda (p < 0,05(*)) sinirda anlamliligin bulundugu belirlenmistir.
Bununla birlikte X/32 dozunda (p> 0,05(ns)) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamamaistir (Sekil 4.11).

4.4.1.4 MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarda akridin oranj ile
boyama yontemi analiz sonuclari: 120. saatte MTA Angelus materyalinin X/8, X/16 ve
X/32 dozlarinda canli embriyolar goriilmiistiir. Bu deney gruplar1 apopitoz deneylerine

dahil edilmistir (Resim 4.27).

Resim 4.27: Kontrol grubu ve MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarin farkli

dozlara gore floresan mikroskop goriintiileri; Kontrol grubu (A), X/8 dozu (B), X/16
dozu (C), X/32 dozu (D)
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Sekil 4.12: MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarda apoptozun floresan

yogunlugu ile belirlenmesi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) smirda 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.

Kontrol grubu ile karisilagtinldiginda X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda (p <

0,0001(****)) istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil
4.12).

4.4.2 Cleaved Caspase- 3 ile Whole- Mount Immiin Boyama Yontemi Analiz

Sonuclari

Akridin oranj ile yapilan apoptoz sonuglarint dogrulamak i¢in sadece bir rezin ile
modifiye edilmis kalsiyum silikat ve bir geleneksel kalsiyum silikat kullanilmasi
planlamistir. Bu amagla, materyallerden rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat olan
Harvard BioCal-CAP ve geleneksel kalsiyum silikat olan MTA Angelus’un X/8

kosullarinda deney yapilmistir (Resim 4.28). Veriler, ImageJ programi ile analiz
edilmigtir (361).
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Kontrol Harvard X/8 MTA X/8

Cleaved caspase-3 / Cleaved caspase-3
DAPI

Resim 4.28: Kontrol grubu, Harvard BioCal-CAP ve MTA Angelus materyaline maruz
kalan zebra balig1 embriyolarinin Cleaved Caspase- 3 ve Cleaved Caspase- 3+ DAPI
uygulamasi sonrasi lazerli konfokal mikroskop goriintiileri; Cleaved Caspase- 3 kontrol
grubu (A), Cleaved Caspase- 3 Harvard BioCal-CAP X/8 grubu (B), Cleaved Caspase-
3 MTA Angelus X/8 grubu (C), Cleaved Caspase- 3+ DAPI kontrol grubu (D), Cleaved
Caspase- 3 + DAPI Harvard BioCal-CAP X/8 grubu (E), Cleaved Caspase- 3 + DAPI
MTA Angelus X/8 grubu (F)
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Sekil 4.13: Harvard BioCal-CAP ve MTA Angelus materyali uygulanan embriyolarda

apoptozun Cleaved Caspase-3 yontemi ile dl¢iilen floresan yogunlugu ile belirlenmesi

Istatistiksel anlamlilikta kullanilan sembollerden; p> 0,05(ns) istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmamasini, p < 0,05(*) smmirda 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.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Harvard BioCal-CAP X/8 grubunun (p <
0,01(**)) istatistiksel olarak anlamli oldugu, MTA X/8 grubunda ise (p < 0,0001(***%*))
istatistiksel anlamliligin ¢ok yiiksek diizey oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13). Bu deney
sonuclarina gore apoptoz igin gerceklestirilen akridin oranj boyama sonuglari

dogrulanmaktadir.
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5. TARTISMA

Modern dis hekimliginde, vital pulpa tedavileri kok kanal tedavisi ile
kiyaslandiginda daha etkili ve akilc1 bir alternatif olarak diisliniilmektedir (362). Bu
konservatif yontemin temel amaci, yumusak doku onarim siirecini desteklemek, pulpay1
korumak veya etkilenmis pulpa dokusunu uzaklastirmaktir. Bu nedenle, VPT, immatiir
diglerin gelisiminin devam etmesini saglamaktadir (363). Saghkli pulpadaki
odontoblastlar bir savunma mekanizmasina sahiptir ve disin émrii boyunca g¢esitli
biyolojik ve patolojik uyaranlara yanit olarak sekonder, tersiyer ve peritiibiiler dentin
iireterek normal dis fonksiyonunun devam etmesini saglamaktadir (364). Ayn1 zamanda,
vital pulpa dokusunun varligi, propriyosepsiyonu ve okliizal kuvvetlerin dagitilmasini
saglamaktadir (365). Bununla birlikte, geleneksel kok kanal tedavisi uygulanan disler,
vital diglere gore daha diisiik sag kalim gostermekte ve kok kiriklara karsi daha fazla
duyarlilik sergilemektedir (366). Tiim bunlar géz Oniine alindiginda, VPT, pulpa
dokusunun korunmasi, onariminin saglanmasi ve disin uzun siire agizda tutulmasina
katkida bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, vital pulpa tedavilerden biri olan pulpa

kuafaji tizerinde durulmustur.

Yeni tanitilan kalsiyum silikat esasli materyaller ve gelismis tedavi stratejileri
kullanilarak saglikli pulpa dokusunun korunmasi miimkiindiir. Gliniimiizde MTA gibi
birgok kalsiyum silikat esasli materyal, VPT'de siklikla kullanilan kalsiyum hidroksitin
yerine gecebilecek alternatifler olarak kabul edilmektedir. Bu materyallerin pulpa
canliligiin korunmasi, sert doku bariyerlerinin olusmast ve olgunlasmamis daimi
dislerde fizyolojik gelisimin devam etmesini saglamak gibi bir¢cok 6zelligi mevcuttur.
Biyoaktif ve biyoindiiktif bu materyallerin kullanim1 tedavi secenekleri tizerinde 6nemli
bir etkiye sahip olabilmektedir (363). Bu tez c¢alismasinda dort farkli kalsiyum silikat

esaslt materyal incelenmistir.

MTA, kalsiyum silikat esasl1 bir biyoseramiktir. Pulpa kuafaji, rejenerasyon ve
kok perforasyonu onarimu gibi endodontik uygulamalarda kullanilmakta olup giiniimiizde
endodontide altin standart olarak kabul edilmektedir (250). Yapilan bir randomize klinik
caligmada ciiriikkle ekspoz olmus dislere uygulanan direkt pulpa kuafajinda kalsiyum

hidroksite kiyasla daha iyi klinik performans gdsterdigi bildirilmistir (367).
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MTA ve kalsiyum hidroksit uygulamasinin uzun vadeli sonuglarinin incelendigi
bir baska calismada, klinik ve radyografik olarak MTA’nin basaris1 daha yiiksek
bulunmustur (368). Bu sebeple, bu tez calismasinda, kalsiyum hidroksit yerine

giiniimiizde altin standart olarak kabul edilen MTA nin arastirilmasina karar verilmistir.

MTA'nin piyasaya siiriilmesi, malzeme bilimi tarihinde biiyilik bir atilim olarak
kabul edilmistir. Bununla birlikte, bu materyalin zor manipiilasyon, yavas sertlesme
stiresi ve yliksek maliyet gibi sinirlamalara sahip olmasi diinya ¢capindaki arastirmacilar
alternatifler aramaya zorlamistir. Bu dezavantajlar goz oniinde bulundurularak 2010
yilinda Biodentine adl1 yeni bir biyoseramik materyal piyasaya siiriilmiistiir (369). Daha
kolay manipiilasyon, diisiik maliyet ve daha hizli sertlesme, MTA ile karsilastirildiginda
bu malzemenin en biiyiik avantajlaridir. Yiiksek biyouyumluluk ve biyoaktivite
gostermesine ragmen MTA ve Biodentine'in karsilastirildigi bir¢cok ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir (370). Bu tez ¢alismasinda, toz ve likit formunda bulunan kalsiyum silikat
esaslt materyallerden MTA nin yan1 sira MTA’ya alternatif olarak kullanilabilecegi

diistiniilen ve birgok avantaja sahip olan Biodentine de arastirilmistir.

MTA'nin fiziksel-mekanik Ozelliklerini gelistirirken biyolojik faydalarini da
korumaya calisan TheraCal LC gibi 1sikla sertlesen yeni rezin ile modifiye edilmis
kalsiyum silikat esasli materyaller gelistirilmektedir. TheraCal LC (BISCO Inc.),
restoratif materyallerin altinda pulpa kuafaj ajan1 ve kaide olarak kullanilan rezin ile
modifiye edilmis, 1s1kla sertlesen, kalsiyum silikat bazli yeni bir materyaldir (371,372).
Isikla sertlesen kalsiyum silikatlarin, 6zellikle uzun vadede degerlendirildiginde, direkt
pulpa kuafaj ajan1 olarak sinirli bir klinik performans gosterdigi sdylenmekle beraber
(373) kalsiyum hidroksit ile karsilastirildiginda siit diglerinden elde edilmis kok hiicreler
(SHED) iizerinde canlilig1 daha iyi korudugu ve proliferasyonu tesvik ettigi bildirilmistir
(374).

Rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat olan TheraCal LC ve geleneksel
kalsiyum silikat olan Biodentine’nin, sitotoksisitesinin ve osteojenik 6zelliklerinin insan
pulpast kok hiicrelerinde arastirildigi bir ¢alismada, in vivo hayvan modellerinde

yapilacak ¢aligmalara ihtiyag oldugu belirtilmistir (234).
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TheraCal LC’nin yani sira piyasaya rezin esasli birka¢ kalsiyum silikat
tanitilmistir. Bu materyallerden biri olan Harvard BioCal- CAP (Harvard Dental
Internation] GmbH, Almanya) 2019 yilinda piyasaya siiriilen, 1sikla sertlesen, rezin ile

modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli materyaldir (375).

Rezin ile modifiye edilmis ve 1sikla sertlesen bu materyallerin, monomer
iceriklerinin biyouyumluluklarini etkiledigi bilinmektedir. Monomer saliniminin en aza
indirgenmesi dnemli noktalardan biridir. Dise uygulanan adeziv sistemlerin ve rezin
kompozitlerin polimerize olmamis monomerleri, dentin sivist yoluyla pulpaya
yayilabilmektedir (376). Ayrica, rezin icerikli materyallerin Bis-GMA, TEGDMA ve
HEMA bilesenleri dogrudan pulpa iizerine veya derin kavitelere yerlestirildiklerinde

istenmeyen pulpal reaksiyonlara neden olabilmektedir (377).

Costa ve arkadaglart1 2003 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, artik monomerlerin
pulpaya yayilmasi ve pulpa dokusunda kimyasal hasara yol agmasini 6nlemek i¢in dentin
iizerindeki polimerize olmamis monomer miktarmin azaltilmasi gerektigi belirtilmistir

(378).

Harvard BioCal-CAP’in organik igeriginin incelendigi bir ¢alismada, ana organik
bilesenin HEMA oldugu ve farkli kimyasal maddelerin de tespit edildigi belirtilmistir.
Ancak 1s1ikla sertlesen numunelerde serbest HEMA bulunmamis; organik ve inorganik
gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi tek iyon izleme modu analizinde, BioCal-
CAP’te reaksiyona girmeyen monomerlerinin belirlenemedigi bildirilmistir. Bu
calismanin sonuglarina gore BioCal-CAP'in direkt pulpa kuafajinda olumlu avantajlara
sahip olabilecegini ve bu durumu desteklemek i¢in daha fazla aragtirmanin yapilmasi
gerektigi ortaya koyulmustur (379). Bu doktora tez ¢alismasinda, piyasaya yeni siiriilmiis
rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli materyal olan Harvard BioCal- CAP ‘in

incelenmesine karar verilmistir.

Piyasaya yeni siiriilmiis bir diger rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esaslt
materyal ise Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya)’dir. Bu
materyal ile ilgili literatiirde yaymlanmis sadece bir ¢alisma bulunmustur (380) ve daha
fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu diisiiniilmiis ve bu tez ¢alismasinda, piyasaya yeni
stiriilmiis ve rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli materyal olan Oxford

ActiveCal PC’nin (Oxford Scientific, Elmshorn, Almanya) degerlendirilmistir.
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Pulpa kuafajinda kullanilan materyaller dokunun normal fonksiyonunu ve
canliligim geri kazanmasini ve siirdiirmesini saglamak icin kullanilir (381,382). Ideal
olarak, bu materyallerin pulpa hiicreleri i¢in toksik etki gdstermemesi ve ayn1 zamanda
hiicrelerin migrasyonunu, proliferasyonunu ve osteojenik farklilasmasini uyararak
dokulara kars1 "biyoaktif" olmasi gerekmektedir (146,383). Restoratif dis hekimligi ve
endodontide kullanim i¢in biyouyumlu materyallere duyulan ihtiyag, bilesenleri
aragtirmak ve materyalin klinik kullanimindan 6nce agiz dokularina potansiyel olarak
zararl etkilerini karakterize etmek i¢in sitotoksisite analizlerine yonelik bir gereksinimi
dogurmaktadir (68,384). Sitotoksisite analizleri, materyallerin veya bunlarin
ekstraktlarinin hiicre 6liimiine neden olup olmadigim tespit etmek i¢in kullanilir. Bir
materyalin, hiicrenin hayatta kalmasi lizerindeki etkisi biyouyumlulugun belirleyicisi gibi
goriinmektedir (385). Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda, dort farkli pulpa kuafaj ajaninin

sitotoksisitesi ve biyouyumlulugu degerlendirilmistir.

Bir materyalin biyouyumlulugunun in vitro hiicre kiiltlirii testi kullanilarak
degerlendirilmesi ve bundan yola ¢ikarak in vivo oral doku tepkilerini tahmin etmeye
calismak yeterli olmayabilir (386). Ayrica, hiicre kiiltiirii analizleri ile yapilan
biyouyumluluk degerlendirmelerinin hayvan in vivo biyouyumluluk degerlendirmeleri
ile uyumluluk gostermedigi bulunmustur (387,388). Biyolojik testler biiyiik Olciide
hayvan deneylerine dayanmaktadir. Bir dis hekimligi materyalinin klinik olarak
kullanilabilmesinden dnce sistemik ve sitotoksik 6zelliklerinin belirlenmesi igin ¢esitli
laboratuvar hayvani tiirlerinde tam kapsamli olarak test edilmesi gerekir (389).
Hayvanlarin kullanilmasi insanlarda karsilasilabilecek olasi toksik tehlikelerin tahmin
edilmesine yardimci olur (390). Hayvan deneyleri sitotoksisite ve biyouyumlulugun
arastirilmasi i¢in klinik 6ncesi en giivenilir ¢alismalar olarak kabul edilmektedir. Bu
bilgiler dogrultusunda, bu tez ¢calismasinin in vivo kosulllarda yapilmasina karar verilmis
ve materyallerin sitoksisitelerinin aragtirilmasi i¢in etik agidan daha avantajli olan zebra

balig tercih edilmistir.

1982 yilinda zebra baligi calismalarinin 6nciisii George Streisinger (264), cevresel
kanserojenlerin neden oldugu mutasyonlarin sikligini incelemek icin zebra baliginin

omurgali bir model olarak kullanilmasini 6nermistir (391).
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Daha sonraki yillarda, zebra baligi; teratojenleri tanimlamak, toksik maddelerin
etki mekanizmalarin1 ortaya c¢ikarmak ve toksik maddelerin omurgalilar iizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢in kullanilmistir (392). Zebra baligi, benzersiz bir in vivo sistem
saglamaktadir. Zebra balig1 lizerinde yapilan caligmalar toksisitenin hizli bir sekilde
degerlendirilmesine ve canli omurgalilarda toksik maddeye maruz kalma ile iliskili
gelisimsel problemlerin ve hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
calisilmasina olanak saglamaktadir (393). Bu tez c¢aligmasinda, pulpa kuafaj
materyallerinin sitotoksisite ve biyouyumluluklari iyi bir toksikolojik model olan zebra

balig1 kullanilarak belirlenmistir.

Zebra baligi, gecmisten gilinlimiize karmagik hiicresel ve molekiiler yaklagimlarin
kullanimu ile birlikte gelisimsel biyolojide en ¢ok ¢alisilan model sistemlerden biri haline
gelmistir (265). Zebra balig1r embriyolari, biyolojik ve gevresel toksisite analizleri i¢in
cok uygundur. Apoptozun analizi, molekiiler hiicre biyolojisi ¢alismalarinda ve farkl
tedavilerin veya materyallerin toksisitesinin degerlendirilmesinde Onemlidir. Ancak
istatistiksel olarak anlamli sayida embriyodaki apoptoz seviyelerini analiz edebilecek

basit bir yontem arayis1 devam etmektedir (336).

Akridin oranj, tek sarmalli niikleik asitlere karsi ¢ift sarmall1 niikleik asitleri farkl
sekilde boyayabilen bir floresan boyadir. 488 nm lazer 15181 uyariminda denatiire (tek
sarmalll)) DNA'ya baglandiginda kirmizi bir floresan verirken, ¢ift sarmalli DNA ile
iliskili ise yesil renkte floresan vermektedir. Ayrica DNA veya RNA'ya baglandiginda
farkli spektral ozellikler sergileyebilir, boylece hiicrelerin DNA ve RNA igeriginin es
zamanli degerlendirilmesine olanak tanir (394). Zebra baligi embriyolarinda apoptoz
seviyesinin Olgiilmesi, 6len hiicrelere niifuz ederek kromatini baglayan akridin oranj
boyamasi ile gerceklesir. Ardindan mikroskop altinda boyanmis hiicrelerin yogunlugu
degerlendirilir. Genellikle, ayn1 tedaviye tabi tutulan embriyolar arasinda, o6zellikle
apoptozun gerceklestigi durumlarda, akridin oranj boyamasinda onemli farkliliklar

gdzlenir (395,396).

Apoptozda yer alan genlerin karakterizasyonuna bakildiginda ise iki ana gen siifi
olan bcl2 ailesi ve kaspaz ailesi tanimlanmigtir. Kaspazlar, hedef substratlari spesifik bir
peptid dizisi ile parcalayan proteazlardir (397,398). Apoptoz sirasinda, niikleer,
metabolik veya disaridan aktive edilen uyaranlarla indiiklenebilen kaspazlarin

aktivasyonu, kademeli bir sekilde ger¢eklesir ve hiicre 6liimiine yol acar (397,399).
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Ayn1 zamanda kaspazlar; apoptoz, hiicre biiyiimesi ve farklilagma dahil olmak
iizere hiicre sinyalleme olaylarinda islev gormektedir (400). Bu tez ¢calismasinda, pulpa
kuafaj materyallerinin sitotoksisite ve biyouyumluluklarmin degerlendirilmesi i¢in

akridin oranj ve Cleaved Caspase-3 yOntemleri ile apoptoz analizleri yapilmstir.

Literatiirde zebra baligi iizerinde c¢esitli maddelerin gelisimsel toksisitenin

incelendigi birgok calisma mevcuttur.

Cilt bakimi i¢in olduk¢a 6nemli olan Panax notoginseng'in ham ekstraktinin ve
kaynatilmis ekstraktinin zebra balig1 larvalar1 kullanilarak toksisitesinin arastirildig: bir
caligmada, zebra baligi larvalar ti¢ doz (0,5, 1,5 ve 5,0 pg/mL) Panax notoginseng’e
maruz birakilmistir. Panax notoginseng'in ham ekstraktinin kaynatilmis ekstrakttan daha

fazla akut toksisite gosterdigi ve artan dozlarda toksisitenin de arttig1 gosterilmistir (401).

Bir bagka ¢aligmada, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun tedavisinde
de kullanilan psikoaktif bir madde olan metamfetaminin zebra baliklarinda yapilan

toksisite analizinde artan dozlarin 6liim oranini artirdigi bildirilmistir (402).

Elektronik sigaralarmin toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in zebra baligi
embriyolarinin farkli dozlarda e- sigara sivilarina maruz birakildig: bir calismada, ytliksek

dozlarin anlamli derecede daha fazla toksik etki gdsterdigi gortilmiistiir (403).

Yapilan bir ¢alismada, zebra balig1 embriyolari lizerinde mutfaklarda ve cesitli
gida iirlinlerinde yaygin olarak bulunan, antioksidan, antimikrobiyal, noroprotektif ve
antikanser gibi cesitli farmasotik aktivitelere sahip olan ve susam tohumlarindan elde
edilen sesamolinin toksisitesi incelenmistir. Bu ¢alismada, degisen konsantrasyonlarin
gelisimsel toksisiteyi etkilemedigi bildirilmekle beraber (404) ge¢cmiste Ayurveda ve Cin
bitkisel tibbinda kullanilan kroton bitkisinin, gelisimsel toksisitesinin arastirildigt bir

baska calismada, farkli konsantrasyonlarin sag kalimi etkiledigi gosterilmistir (405).

Zebra baliklar lizerinde gelisimsel toksisitenin incelendigi tiim bu ¢alismalar goz
online almarak Oxford ActiveCal PC, Harvard BioCal- CAP, MTA Angelus ve
Biodentine materyallerinin X, X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 olmak iizere farkl
konsantrasyonlarinin  zebra bali§i embriyolar1 {izerinde gelisimsel toksisitesi

degerlendirilmistir.
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MTA Angelus ve Biodentine materyallerinin yiiksek konsanstrasyonlarda sag
kalim oranmin oldukga diisiik oldugu gozlenirken Oxford ActiveCal PC, ve Harvard
BioCal- CAP materyallerinin yiiksek konsantrasyonlarinda bile sag kalim oraninin diger
gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu doktora tez ¢aligmasi ile, farkl
konsantrasyonlarin sag kalimi etkiledigi gosterilmekle beraber artan dozlarm 6lim
oranin1 artirdigt ve dolayisiyla anlamli derecede daha fazla toksik etki gosterdigi

sonucuna ulagilmaktadir.

Zebra balig1 embriyolarinda koryonun dis etkenlere karsi embriyoyu korudugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, bakir siilfat ve bakir oksit nanomateryallerin toksisitesi
ve metal birikimindeki farkliliklarin arastirildigr bir calismada, koryondan ¢ikisin

geciktigi gozlenmistir (406).

Shi ve arkadaglarimin 2008 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada, bir pestisit olan
perflorooktansiilfonat (PFOS)’in zebra baligi embriyolarinda gelisim toksisitesini
incelemislerdir. Farkli dozlarda PFOS uygulanan embriyolarda, koryondan cikis

siiresinde artig ve embriyolarin koryondan ¢ikma oraninda azalma bildirilmistir (407).

Nano titanyum dioksitin zebra baligi embriyolar1 iizerindeki toksisitesinin
koryondan ¢ikis oranlari ile degerlendirildigi bir ¢alismada, nano titanium dioksite maruz
kalan embriyolarda normal koryondan ¢ikma igin gereken siirenin doza bagl olarak

degisiklik gosterdigi bildirilmektedir (408).

Zebra balig1 embriyolarinda giimiis nanopartikiillerinin embriyotoksisitesinin
arastirildigl bir ¢alismada, koryondan ¢ikis oranlarinin gruplar arasi anlamli farklilik
gostermedigi bildirilmesine ragmen (409), papaya ekstrakti kullanilarak sentezlenen
cinko oksit nanopartikiillerinin zebra balig1 iizerinde toksisitesinin degerlendirildigi bir
calismada, yiiksek konstantrasyonlarda uygulanan c¢inko oksit nanopartikiillerinin

koryondan ¢ikis1 geciktirdigi bildirilmistir (410).

Zebra baliklar1 tizerinde Oxford ActiveCal PC, Harvard BioCal- CAP, MTA
Angelus ve Biodentine materyallerinin X, X/2, X/4, X/8, X/16 ve X/32 olmak tizere farkl

konsantrasyonlarda zebra balig1 embriyolarinin koryondan ¢ikis1 degerlendirilmistir.
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Zebra baligi ile yapilan diger ¢aligsmalara paralel olarak, koryondan ¢ikma i¢in
gereken stirenin doza bagl olarak degisiklik gdsterdigi; farkli konsantrasyonlarda Oxford
ActiveCal PC, Harvard BioCal- CAP, MTA Angelus ve Biodentine materyallerine maruz
birakilan embriyolarda, koryondan ¢ikis siiresinde artis ve embriyolarin koryondan ¢ikma
oraninda azalma goriilmektedir. Bununla birlikte, koryondan ¢ikis azalan
konsantrasyonlarda kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir. Tiim materyallerin diistik

konsantrasyonlarinda koryondan ¢ikisin es zamanli gerceklestigi goriilmiistiir.

Zebra baligi embriyolarinda farkli maddelerin neden oldugu gelisimsel
toksisitenin ve malformasyonlarin incelendigi c¢aligmalar incelendiginde; dis
hekimliginde kullanilan metal destekli kronlarin igerigindeki altin paladyum, giimiis
paladyum, nikel krom, kobalt krom ve titanyumun toksisitesinin arastirildig1 bir zebra
balig1 ¢alismasinda, spontan harekette, kalp atis hizinda, koryondan ¢ikis oraninda ve

ylizme davranislarinda degisiklik oldugu bildirilmistir (327).

Sabun, el dezenfektani, dis macunu ve gargara gibi ¢esitli iiriinlerde bulunan (411)
triklosanin; kan akisinda azalma, perikardiyal 6dem, kalp atisinda azalma, damar
tikaniklig1 ve kraniyofasiyal malformasyonlara neden oldugu bildirilmistir (412).
Bisfenol A (BPA) ve tiirevleri, plastik endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir. Bisfenoller
ile yapilan bir ¢caligmada, koryondan ¢ikis orani, spontan hareketlerin siklig1 ve kalp atis
hizin1 azaltmanin yani sira larvalarda yolk ©6demi, perikardiyal ddem ve omurga

deformasyonuna neden oldugu gosterilmistir (413).

Bu doktora tez ¢alismasinda, Oxford ActiveCal PC, Harvard BioCal-CAP, MTA
Angelus ve Biodentin’e maruz birakilan zebra baligi embriyolarinda materyallerin
yiiksek konsantrasyonlarinda malformasyonlara yol agtig1 goriilmiistiir. 48, 72 ve 96.
saatlerde vertebra deformasyonlari, vitelliis kesesi 6demi, kalp 6demi, bas ve kuyruk
anomalileri, aksiyal deformasyonlar gibi malformasyonlar gézlenmistir. Bununla birlikte,

materyallerin diisiik konsantrasyonlarinda malformasyon bulgusu izlenmemistir.

Romatoid artritin tedavisinde kullanilan Auranofin isimli ilacin i¢in antikanser
ilac1 olarak yeniden kullanilmasi ile gelisimsel toksisitesinin arastirilmasi gerektigini
diistinen arastirmacilar, zebra balig1 embriyolarinda ilacin yiiksek konsantrasyonlarinda

hipopigmentasyon gozlemlemislerdir (414).
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Bir bagka caligmada ise, yaklasik 80 yildir klinik pratiginde yaygin olarak
kullanilan bir antiepileptik ilag olan Fenitoin arastirilmis ve konsantrasyonun artmasiyla
hipopigmentasyon goriilme oranmin da arttigi bildirilmistir (415). Bu doktora tez
calismasinda MTA Angelus, Biodentin, Oxford ActiveCal PC ve Harvard BiCal-CAP’e
maruz birakilan zabra balig1 embriyolarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek

dozlarda pigmentasyonlarinda azalma goriilmiistiir.

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, plastik kirliliginin kritik bir ¢evresel sorun
oldugu nanoplastiklerin toksisitesinin arastirilmasit gerektigi vurgulanarak polistiren
nanopartikiillerine maruz kalan larvalarda, ylizme hipoaktivitesi ile larva davranisini
degistirdigi bildirilmektedir. Nanoplastiklerin gelismekte olan zebra baliginin koryonuna
niifuz edebilecegi, dokularda birikebilecegi, fizyolojiyi ve davranisi etkileyebilecegi,
potansiyel olarak kirlenmis su ekosistemlerindeki organizmanin uyumunu
etkileyebilecegi gosterilmistir (416). Bu doktora tez ¢aligmasinda da MTA Angelus,
Biodentin, Oxford ActiveCal PC ve Harvard BiCal-CAP’in tiim deney gruplarinda
larvalarda yiizme aktivitesinin degistigi, hareketlerinin kontrol grubuna gore daha az

oldugu goriilmiistiir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, MTA Angelus, Biodentin, Oxford ActiveCal PC ve
Harvard BiCal-CAP materyallerinin Cleaved Caspase-3 ve akridin oranj yontemleri ile

apoptoz deneyleri gerceklestirilmistir.

Tetrasiklinin zebra balig1 embriyolar: tizerinde toksisitesinin degerlendirildigi bir
caligmada, gelisimin etkilendigi ve akridin oranj ile yapilan apopitoz sonuglarina gore ise

bu ilacin apopitozu indiikledigi bildirilmistir (417).

Diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan oldukga etkili, genis spektrumlu bir fungisit olan
benomilin toksisitesini belirlemek i¢in zebra baligi kullanilan bir ¢alismada, benomilin
akridin oranj boyamas1 sonrasinda zebra baliginda apoptozu indiikledigini gosterilmistir

(418).

Sanguinaria canadensis bitkisinin kokiinden elde edilen Sanguinarin siklikla
antimikrobiyal, bocek dldiiriicii, antitiimdr, antiinflamatuar ajan olarak kullanilmaktadir.
Insan diseti fibroblastlarinin in vitro ¢ogalmasimi engelleyebilen (419) Sanguinarin’in
gelisimsel toksisitesinin zebra balig1 iizerinde degerlendirildigi bir ¢aligmada, akridin

oranj kullanilmistir ve apoptozda belirgin bir artis gdzlenmistir (420).
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Bu doktora tez ¢alismasinda, MTA Angelus, Biodentin, Oxford ActiveCal PC ve
Harvard BiCal-CAP materyallerinin toksik olmayan en etkili dozlar1 apoptoz
deneylerinde kullanilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarin degisen derecelerde apoptozu
indiikledigi goriiliirken diisiik konsantrasyonlarda kontrol grubu ile istatistiksel farklilik

goriilmemektedir.

Panoramik rontgenler, teshis ve tedavi planlamasi i¢in dis hekimliginde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Panoramik goriintiileme ile hastalar diisiik radyasyon dozlarina
maruz kaliyor olsa da ancak yasam boyu maruz kalma siklig1 goz 6niine alindiginda ciddi
sonuglara yol agabilecegi bilinmektedir. Panoramik rontgenlerin iki farkli maruz kalma
stiresinde zebra balig1 embriyolarmin gelisimi {lizerindeki etkilerini degerlendiren bir
calismada, Cleaved Caspase-3 yOntemi ile apoptoz belirlenmistir. Her iki grupta da
apoptozun indiiklendigi gozlenmistir (421). Bu doktora tez calismasinda, Cleaved

Caspase-3 yontemi ile de akridin oranj sonuglarina benzer sonuclara ulasilmistir.

Zebra balig1 embriyolarinda bir tiiberkiiloz ilact olan izoniazidin ndérogelisimsel
toksisitesinin incelendigi bir ¢calismada, akridin oranj ve Cleaved Caspase-3 antikoru ile
apoptoz deneyleri yapilmistir. Kontrol grubunda higbir belirgin apoptotik hiicre
gozlenmezken, izoniazide maruz kalan embriyolarda 120. saatte larvalarda 6nemli sayida
apoptotik hiicre ile goriilmekle birlikte izoniazidin zebra balig1 apoptotik sinyal yolunda
Caspase-3 transkripsiyon seviyelerini 6nemli dl¢iide arttirdigi bildirilmistir (422). Bu
doktora tez calismasinda Harvard BioCal-CAP ve MTA Angelus materyallerine maruz
birakilan zebra baligi embriyolarinda hem akridin oranj hem de Cleaved Caspase-3
yontemiyle apoptoz deneyleri yapilmistir. Akridin oranj ile yapilan analizlerde, yiiksek
dozlarm apoptotik yanit1 artirdig1 goriilmekle birlikte en diisiik doz olan x/32 dozunun ise
kontrol grubu ile benzer sonuglarda oldugu goriilmektedir. Cleaved Caspase-3 antikoru
kullanilarak yapilan apoptoz deneyinde ulasilan sonuglar dikkate alindiginda akridin

oranj ile yapilan apopitoz deneyi dogrulanmaktadir.
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Klinik ¢aligmalarda test edilmeden once pulpa kuafaj materyallerinin toksisite ve
biyouyumlulugunu belirlemek ic¢in in vitro calismalar yapilmaktadir. Malzemelerin
sitotoksisitesi, bilesimlerinde toksik veya c¢oziinebilir bilesiklerin bulunmasindan
kaynaklanabilmektedir (423). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, hiicrelerin malzeme ile
temasi, biyouyumlulugun iyi bir gostergesidir. Ek olarak, materyallerin hiicre
cogalmasimi veya hayatta kalmasini saglamasinin onarim siirecini de destekleyecegi

diisiiniilmektedir (424).

Biodentine, diger biyomateryallere kiyasla farkli biyolojik siirecleri iizerinde
biiylik etkiye sahip olan trikalsiyum silikat bazli bir dental materyaldir. Bu nedenle, hiicre
proliferasyonu, sitotoksisite, migrasyon, adezyon ve mineralizasyon potansiyelini
belirlemek onemlidir (370). Biodentin'in periodontal ligamentten iiretilen kok hiicrelerle
optimum biyouyumlu konsantrasyonunu arastirmay1 amaglayan bir ¢calismada, 20, 2, 0,2
ve 0,02 mg/mL konsantrasyonlarda Biodentin’in 6 giin boyunca MTT canlilik analizi ve
AnnexinV/7AAD ile sitotoksisite deneyi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismaya gore,
Biodentine'in diisiik konsantrasyonlarinda (2, 0,2 ve 0,02 mg/mL) periodontal
ligamentten tiliretilen hiicrelerin ¢ogalmasinda 6nemli bir artis oldugu, daha yiiksek
konsantrasyonun (20 mg/mL.) ise hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir
(425). Bu doktora tez calismasinda, 120. saatin sonunda Biodentine materyallerinin
sadece en diisiik dozunda zebra balig1 embriyolarinda sag kalim goriilmektedir. Buna
gore, tiim saatler dikkate alindiginda en diisiik dozu hari¢ tiim dozlarinin toksik oldugu

sonucuna ulagilabilmektedir.

Dental materyallere radyopak 6zellik saglayan tantal peroksit, Neo MTA Plus ve
MTA Angelus’un insan osteoblast benzeri hiicreleri iizerinde 24 saatlik
biyouyumlulugunun degerlendirildigi bir bagka ¢alismada ise, materyallerin 1:1, 1:2, 1: 4
ve 1: 8 diliisyonlar1 MTT ve notr kirmizi analizleri kullanilarak incelenmistir. MTT
analizi sonucunda Neo MTA Plus ve MTA Angelus daha diistik sitotoksisite gdstermistir.
Ancak notr kirmizi kullanilarak gerceklestirilen hiicre canliligt analizinde tim
seyreltmelerde Neo MTA Plus, MTA Angelus ve tantal peroksitin sitotoksik etkisi
olmadig1 bildirilmistir (426).
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Bu doktora tez ¢aligmasinda ise; MTA Angelus materyalinin farkli dozlarina
maruz birakilan zebra balig1 embriyolarinin 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde sag kalim
oranlar1 degerlendirilmistir. MTA Angelus materyalinin yiliksek dozlarinda canlilik
gozlenmemekle beraber diisiik dozlarda embriyo sag kalim orani kontrol grubu ile

benzerlik gostermektedir.

Rezin icerikli materyaller, iyi fiziksel ve mekanik 6zelliklere sahip olmalarina
ragmen, monomerlerin yetersiz polimerizasyonu mekanik ozelliklerini olumsuz
etkileyebilir ve rezinin sitotoksisitesini artirabilir (13,110). Yapilan bir ¢caligmada, insan
dental pulpa kok hiicreleri {izerinde biyoaktif cam igeren ve 1sikla polimerize olan
Bioactive isimli materyal, geleneksel kalsiyum hidroksit iceren Dycal ve 1s1kla polimerize
olan TheraCal LC karsilastirilmistir. Orneklerden elde edilen seyreltik soliisyonlarin
sitotoksisite ve biyomineralizasyonunu belirlemek i¢in alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi
ve alizarin kirmizis1 boyama (ARS) analizleri kullanilmistir. Dycal disinda tiim gruplarin
%50, Dycal’in %25, seyreltilmig ekstraktin %70'in altinda hiicre canliligi gosterdigi
bildirilmistir. %12,5 seyreltilmis TheraCal LC’nin diger gruplara kiyasla ALP aktivitesini

ve biyomineralizasyonu degistirmedigi gézlenmistir (427).

Bu doktora tez ¢alismasinda ise rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli bir
materyal olan ve litaretiirde toksisitesinin arastirildigi bir calisma bulunmayan Oxford
ActiveCal PC materyalinin yiiksek dozlarinda bile sag kalim oranmin yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Kalsiyum hidroksit (Dycal), cam iyonomer (Fuji IX) ve 1sikla sertlesen rezin ile
modifiye edilmis kalsiyum silikat (TheraCal LC) nin eksfoliye siit dislerinden elde edilen
kok hiicrelerin (SHEDIler) canliligi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi {izerindeki etkisini
inceleyen bir in vitro ¢aligmada, li¢c materyalin de biyolojik olarak uyumlu oldugu ve
canlili1 koruyarak ¢cogalmay1 sagladig bildirilmistir. Bununla beraber TheraCal LC’nin
SHEDlerin ¢ogalmasini daha iyi tesvik ettigi gosterilmistir (374). Bu doktora tez
caligmasinda da rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat Harvard BiCal-CAP’in en

yiiksek doz hari¢ tiim gruplarda ve tiim saatlerde canilig1 devam ettirdigi goriilmektedir.
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Insan dental pulpa kok hiicreleri iizerinde yapilan bir calismada, ProRoot MTA,
Biodentine, DyCal ve TheraCal LC’nin pulpa hiicreleri iizerine etkisi karsilagtirilmistir.
Rezin ile modifiye edilmis olan TheraCal LC’nin ProRoot MTA ve Biodentine’den daha
toksik oldugu belirtilmekle beraber hiicrelerin ProRoot MTA ve Biodentine ekstraksiyon
ortaminda ¢ogalabildigi ve bu materyallerin bulundugu ortamda hiicre tutunmasi ve
yayilmasinin daha kolay oldugu bildirilmistir (428). Bu ¢alismada ise, rezin ile modifiye
edilmis kalsiyum silikatlar olan Oxford ActiveCal PC ve Harvard BiCal-CAP’in
geleneksel kalsiyum silikatlar olan MTA Angelus ve Biodentin’e kiyasla daha az toksik
oldugu, yiiksek dozlarinda bile canli embriyo sayisinin daha fazla oldugu, biiyiime ve

gelisimi daha az etkiledigi gortilmektedir.

MTA, Biodentine, nano-hidroksiapatit kristalleri ve kalsiyum hidroksit ile
gerceklestirilen ve kopeklerde direkt pulpa kuafajinin sonuglarini arastiran bir ¢alismada,
7. glinde Biodentine ve nano-hidroksiapatit kristallerinin 6nemli 6l¢iide daha az
inflamatuar hiicre yanitina neden oldugu ve Biodentine’in direkt pulpa kuafajinda
kalsiyum hidroksite potansiyel bir alternatif olabilecegi bulunmustur (429). Bu doktora
tez ¢alismasinda ise, Biodentine’e maruz kalan zebra baligi embriyolarinin sadece en
diisiik konsatrasyonda canlilik gosterdigi, diger dozlarin toksik etkide bulundugu

goriilmektedir. Ancak Dycal ile bir karsilastirilmasi yapilmamaistir.

2021 yilinda kopekler iizerinde yapilan bir ¢alismada, furkasyon perforasyonu
onarim malzemesi olarak MTA Angelus ve NeoMTA Plus'n biyouyumlulugu
karsilagtirilmigtir. NeoMTA Plus, 7 giin sonra MTA Angelus'a gore daha iyi bir
biyouyumluluk gosterirken bir ay ve {i¢ ay sonra benzer biyouyumluluga sahip olduklar1

bildirilmistir (430).

Liu ve arkadaslari, 2015 yilinda Wistar siganlarmi kullanarak yaptigi bir
calismada, MTA ve kalsiyum silikat bazli bir biyoseramik olan iRoot BP Plus"
kullanmigtir. Bu ¢alismanin sonucuna gore, iRoot BP Plus kullanilan sigan dis pulpasinda
1 ve 4 hafta sonrasinda reperatif dentin kopriisii olusabildigi ve bu dentin kdpriisiiniin
MTA'dan daha giiglii oldugu bildirilmistir (206). Bu doktora tez ¢alismasinda, MTA
Angelus materyalinin 6zellikle yiiksek dozlarinda diger materyallere kiyasla daha toksik

oldugu goriilmektedir.
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Bir adeziv sistemin (Scotchbond MP; 3M/ESPE-Dental Products, St Paul, MN,
ABD) ve HEMA monomerinin (Polysciences, Inc., Warrington, PA, ABD) si¢gan deri alt1
dokusuna implante edildigi bir ¢alismada, bag dokusuyla temas halinde kalan kismen
polimerize olmus veya hi¢ polimerize olmamis rezin partikiillerinin kalic1 inflamatuar
reaksiyon olusturdugu gézlenmistir (431). Farelerin deri alt1 dokusunda yapilan baska bir
calisma, dokuya dogrudan uygulanan adeziv sistemlerin, iyilesmeyi engelleyen kalici
inflamatuar reaksiyona neden oldugunu ve bu materyallerin biyouyumlu olarak kabul

edilemeyecegini bildirmistir (432).

Primat pulpalari izerinde yapilan bir ¢calismada, 1s1kla sertlesen rezin ile modifiye
edilmis kalsiyum silikat olan TheraCal LC, saf Portland ¢imentosu, rezin ile modifiye
edilmis kalsiyum hidroksit ve cam iyonomer uygulamasi sonras1 TheraCal LC’nin daha
iyi bir sert doku kopriisii olusturdugu ve pulpal inflamasyon agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedigi bildirilmistir (433).

Bu doktora tez ¢aligmasinda da Oxford ActiveCal PC materyalinin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda hicbir saat diliminde dort farkli dozda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunamadigi, dolayisiyla Oxford ActiveCal PC materyalinin rezin igerikli

olmasina ragmen biyouyumlulugunun iyi oldugu belirlenmistir.

Rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat (TheraCal LC) ve geleneksel kalsiyum
silikatin (ProRoot MTA) pulpotomi sonrasi pulpa iyilesmesi tiizerindeki etkisini
karsilagtirmay1 amaclayan bir c¢aligmada, sicanlarin maksiller birinci azi dislerine
pulpotomi uygulanmis ve pulpa yanitlar1 degerlendirilmistir. TheraCal LC’nin
inflamatuar hiicrelerin kalic1 infiltrasyonunu indiikledigi ve reperatif dentin olusumunu
geciktirdigi ancak her iki materyalin de uzun vadede pulpal iyilesmeye izin verdigi
gosterilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin
geleneksel kalsiyum silikatlara gére daha az biyouyumluluk gosterdigi ve biyoindiiktif

etkisinin daha az oldugu bildirilmistir (434).

Bu doktora tez ¢alismasinda ise Harvard BioCal-CAP isimli rezin ile modifiye
edilmis kalsiyum silikat esasli materyalin yiiksek dozlarinda bile canlilik goriildiigii, bu
materyalin biyouyumlulugunun geleneksel kalsiyum silikatlara gore daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.
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Dikalsiyum veya trikalsiyum silikatla modifiye edilmis hidrofilik rezinlerin
kullanimmin konservatif restorasyonlarin uzun siireli performansint artirdigi
sOylenmektedir (435). Bu nedenle giinlimiizde geleneksel kalsiyum silikatlara alternatif
olarak rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin kullanimi arastirmalarin konusu
olmaktadir. MTA Angelus, NeoMTA ve TheraCal PT’nin kullanildig1 ve fare modelinde
dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonu ve biyouyumlulugunun incelendigi bir
caligmada, gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmamakla birlikte {i¢ materyalin
de biyouyumlu oldugu bildirilmistir (436). Bu doktora tez calismasinda, rezin ile
modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli materyaller olan Oxford ActiveCal PC ve
Harvard BiCal-CAP’in MTA Angelus ve Biodentin’e kiyasla daha biyouyumlu oldugu

sonucuna varilmistir.

Immatiir daimi molar dislere Biodentine ve MTA kullanilarak yapilan direkt pulpa
kuafajinin klinik ve radyografik olarak karsilagtirildig bir ¢aligmada, 6 ve 1 yillik takip
stirelerinde her iki materyalin de %100 basar1 gdsterdigi bildirilmekle birlikte daha uzun

stireli takiplerin yapilmasi dnerilmistir (437).

Biodentine, ProRoot MTA ve TheraCal LC ile pulpotomi yapilan dislerin takip
edildigi bir bagka klinik ¢alismada ise, Biodentin ve MTA, nin TheraCal LC'dan daha iyi
performans gosterdigi ve iyi klinik sonuglart oldugu bildirilmistir (438). Bu doktora tez
calismasinda ise, bu calismanin aksine, rezin ile modifiye edilmis kalsiyum
silikatlarin  yiiksek dozlarda bile daha iyi canli oranlarma sahip oldugu
gosterilmektedir. Yapilan diger arastirmalar goz Oniinde bulundurularak yeni

materyaller ile yapilacak klinik ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Apoptoz, diizensiz hiicrelerin diger hiicreler tarafindan fagosite edilerek
uzaklastirilmasi olarak tanimlanabilir. Disin, periodontal ligamentin ve destekleyici
dokularin embriyolojik gelisiminde, agiz hastaliklarinin ilerlemesinde, kemik
rezobsiyonunda, immiinolojik yanit ve inflamasyon siirecinde ve yara iyilesmesinde
anahtar rol oynamaktadir. Materyallerin apoptozu indiikleme veya inhibe etmesinin
yan1 sira apoptozun pulpal ve periradikiiler hastaliklarin patogenezi ile iliskili olarak

arastirilmasi onemlidir (439).
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Pulpa kuafaj tedavisinde kullanilan ticari  biyoaktif = materyallerin
biyouyumlulugunu degerlendiren bir in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, geleneksel
(ProRoot MTA, MTA Angelus, Biodentine) 1sikla sertlesen (TheraCal LC) ve dual cure
(ACTIVA BioACTIVE, Predicta Bioactive Bulk) kuafaj materyalleri kullanilmistir.
FITC Annexin V Apoptoz Tespit Kiti I ile akis sitometrisi apoptoz tespiti yapilmistir.
MTA, Biodentine, ACTIVA BioACTIVE ve Predicta Bioactive’nin sitotoksisite ve
genotoksisite gdstermedigi bildirilmistir (440). MTA Angelus materyalinin zebra balig1
embriyolarinda akridin oranj kullanilarak apoptotik yanitin degerlendirildigi bu doktora
tez calismasinda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim dozlarda istatistiksel

anlamliligin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu goriilmektedir.

NeoMTA Plus, ProRootMTA ve Biodentine'in insan dental pulpa kok hiicreleri
iizerindeki biyouyumlulugunu degerlendiren ve potansiyel in vitro sitotoksik etkilerini
karsilagtiran bir caligmada, tiim materyallerin biyouyumlu oldugu; Annexin V tespit kiti
ve akis sitometrisi kullanilarak yapilan apoptoz deneylerinde, insan dental pulpa kok
hiicreleri tlizerinde apoptoza neden olmadig: bildirilmistir (441). Bu tez calismasinda ise
Biodentine’in en diisiik dozunda canlilik gériildiigiinden apopitoz deneyine sadece bu

grup dahil edilmistir. Bu dozun apoptozu indiiklemedigi goriilmiistiir.

Ug adet geleneksel ve ii¢ adet akiskan kompozit rezin olmak iizere alt1 farkli
nanokompozitin (Tetric EvoCeram, Tetric EvoFlow, Filtek Ultimate, Filtek Ultimate
Flow, G-aenial ve G-aenial Flo) insan lenfositleri {lizerindeki sitotoksisitesini ve
genotoksisitesini inceleyen bir ¢alismada, her bir materyal hem polimerize edilerek hem
de polymerize edilmeden degerlendirilmistir. Polimerize olmamis formlarin apoptoz ve
nekrozu artirdigt gozlenmistir. Polimerize edilmemis materyallerin icerigindeki
monomerler nedeniyle belirli diizeyde sitotoksisite ve genotoksisite sergiledigi

bildirilmistir (442).

Bu doktora tez calismasinda, zebra baligi embriyolarinin bulundugu ortama
koyulan Oxford ActiveCal PC polimerize edilerek hazirlanmistir. Yapilan apoptoz

deneylerinde doz azaldikca apoptozun da azaldig1 goriilmektedir.
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Son yillarda MTA’ya alternatif olarak kullanilabilecek cesitli kalsiyum silikat
bazli biyomateryaller gelistirilmistir. Geleneksel kalsiyum silikatlarla rezin ile modifiye
edilmig kalsiyum silikatlarin insan osteoblast hiicrelerinde (SAOS-2) sitotoksisite,
genotoksisite ve apoptoz/nekrozu degerlendiren bir ¢calismada, rezin ile modifiye edilmis
kalsiyum silikatlarin 24 saatlik maruziyetten sonra apoptoz testinde kontrol grubuna gore

daha yiiksek bir apoptoz yiizdesi gosterdigi bildirilmistir (443).

Bu doktora tez ¢alismasinda ise, Harvard BioCal- CAP ticari adiyla piyasaya
stirlilmiis olan rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat materyali yiiksek dozlarinda
bile sag kalim goriilmektedir ve apoptoz deneylerinde geleneksel kalsiyum silikatlara

gore daha iyi sonuglar géstermektedir.

Ticari olarak temin edilebilen MTA ve Biodentin’in zebra balig1 embriyolar1
tizerinde in vivo molekiiler toksisitesi incelenmistir. Biyouyumluluk analizi, hayatta
kalma ve koryondan ¢ikis gibi temel parametreleri dlgen standart toksisite analizleriyle
gerceklestirilmekle beraber farkli konsantrasyonlara maruz kalan zebra baliginda ROS
indiiksiyonu ve apoptoz dl¢iilmiistiir. Materyallerin konsantrasyonundaki artisla birlikte
koryondan ¢ikis ve hayatta kalma oranlarinda énemli bir azalma oldugu gdsterilmistir.
ROS ve apoptoz deneyleri de degerlendirilerek Biodentin’in MTA’dan daha iyi
biyouyumluluga sahip oldugu bildirilmistir (444). Bu doktora tez ¢alismasi, geleneksel
kalsiyum silikatlarin yani sira rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin da
biyouyumluluk ve sitotoksisiteleri incelenmistir. Calismaya ROS analizi dahil

edilmemistir ancak apoptoz deneyleri Cleaved Caspase-3 yontemi ile desteklenmistir.

Makkar ve arkadaglarinin c¢aligmasina paralel olarak, bu ¢alismada da
materyallerin konsantrasyonundaki artigla birlikte koryondan c¢ikis ve hayatta kalma
oranlarinda 6nemli bir azalma oldugu gosterilmistir. Ancak Makkar ve arkadaglarinin
caligmasinin (444) aksine Biodentin grubunda doza bagli olarak hayatta kalan canli sayis1
daha fazladir. Dolayisiyla MTA, Biodentin’den daha biyouyumlu bulunmustur. Bunlarin
yani sira rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin, geleneksel kalsiyum silikat

materyallerine gore daha iyi biyouyumluluga sahip oldugu goriilmektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinda kullanilan rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat
esaslt Oxford ActiveCal PC ve Harvard BiCal-CAP, literatiirde in vitro veya in vivo
herhangi bir sitotoksisite ve biyouyumluluk caligmasinda kullanilmamis olup bu

materyallerle ilgili daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu doktora tez ¢alismasinin limitasyonlari asagida maddeler halinde belirtilmistir:

Y

2)

3)

4)

5)

6)

Hayvan etigi ve bilimsel etik kurallar1 gbz Oniine alinarak anlamli olacak
sekilde en az sayida hayvan kullanilmasina dikkat edilmistir. Hayvan
sayisinin artirtlmast ¢aligmanin anlamliligi agisindan 6nemli olmakla birlikte
etik acidan uygun olmadigindan yapilan gii¢ analizi dogrultusunda her grupta

toplam 180 adet zebra balig1 embriyosu kullanilmigtir.

Gegmiste altin standart olarak kabul edilen kalsiyum hidroksit materyali
calismaya dahil edilmemistir. Glinlimiizde siklikla kullanilan ve bir¢ok
aragtirmaci tarafindan altin standart sayilabilecek MTA Angelus materyali
kullamigtir. Calismada sadece kalsiyum silikat esasli materyallerin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Farkli gruplar ile kalsiyum silikat esasli materyallerin zebra balig1 deneyleri
yapilarak  sitotoksistelerinin  karsilagtirnlmasinin =~ faydali  olacagi

diistinilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan Oxford ActiveCal PC (Oxford Scientific, Elmshorn,
Almanya) ve Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental International GmbH,
Almanya)  materyallerinin  sitotoksisite =~ ve  biyouyumluluklarinin
degerlendirildigi herhangi bir literatiire rastlanilmamis olup daha fazla in vitro

ve in vivo ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Pulpa kuafaj materyallerinin sitotoksisite ve biyouyumluluklarinin klinik

caligmalar ile desteklenmesi onerilmektedir.

Calisma sadece gelisimsel toksisiteyi arastirmakta olup yetiskin zebra
baliklar1 {izerinde toksisite ve biyouyumluluk degerlendirmesi igin ek

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Cocuk dis hekimliginde, pulpa kuafaji tedavisinde kullanilan MTA Angelus

(Angelus, Brezilya), Biodentine (Septodont, Fransa), Oxford ActiveCal PC (Oxford

Scientific, Elmshorn, Almanya) ve Harvard BioCal-CAP (Harvard Dental International

GmbH, Almanya) materyallerinin in vivo zebra baligi modeli {izerinde sitotoksik

etkilerini ve biyouyumluluklarini inceleyen bu doktora tez calismasinda elde edilen

sonuclar agagida belirtilmistir.

Oxford ActiveCal PC, MTA Angelus, Biodentine ve Harvard BioCal-CAP

materyallerinin alt1 farkli dozunun 24, 48, 72, 96 ve 120 olmak iizere bes farkli saat

diliminde zebra balig1 embriyolar1 lizerinde sag kalimlar1 incelenmistir.

1y

2)

3)

4)

5)

Rezin ile modifiye edilmis bir kalsiyum silikat olan Oxford ActiveCal PC
materyalinin en yiiksek dozunda 24. saatte canli zebra balig1 izlenmediginden

en toksik doz X dozu olarak belirlenmistir.

Oxford ActiveCal PC materyalinin X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlar1 tiim saat
dilimlerinde kontrol grubu ile anlamli bir farklilik géstermediginden bu dozlar

biyouyumlu kabul edilmistir.

Geleneksel bir kalsiyum silikat olan Biodentine materyalinin X, X/2, X/4, X/8
ve X/16 dozlarinin tiim saat diliminde zebra bali1 embriyolarinin sag kalimi
tizerinde toksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Biodentine materyalinin tiim
saatlerde toksik olmayan en etkili dozu en seyretik doz olan X/32 dozu olarak

belirlenmistir.

Rezin ile modifiye edilmis bir kalsiyum silikat olan Harvard BioCal- CAP
materyalinin en yiiksek dozunda 24. saatte canli zebra balig1 izlenmediginden

en toksik doz X dozu olarak bulunmustur.

Harvard BioCal- CAP materyalinin X/2 dozunun zebra balig1 embriyolar1
tizerinde toksik etkileri gozlenmekle beraber Oxford ActiveCal PC
materyalinin X/2 dozu ile kiyaslandiginda daha az toksisiteye neden oldugu

gorilmiistiir.
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6) Harvard BioCal- CAP materyalinin X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlari, Oxford
ActiveCal PC materyaline benzer olarak tiim saat dilimlerinde kontrol grubu
ile anlamli bir farklilik gostermediginden bu dozlar biyouyumlu kabul

edilmistir.

7) Geleneksel kalsiyum silikat olan ve gilinlimiizde pulpa kuafajinda altin
standart olarak kabul edilen MTA Angelus materyalinin en yiiksek dort dozu
tlim saatlerde zebra balig1 embriyolari tizerinde toksik etki gdstermistir. MTA
Angelus materyalinin en seyreltik iki dozu olan X/16 ve X/32 dozlarinda ise
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamadigindan bu dozlar biyouyumlu bulunmustur.

8) Biodentine materyalinin X/16 dozu ile karsilastirildiginda MTA Angelus
materyalinin X/16 dozunda zebra balig1 embriyolarinda sag kalimin daha
yiiksek oldugu gorildiigiinden MTA Angelus materyalinin Biodentine

materyalinden daha biyouyumlu oldugu belirlenmistir.

9) Dort materyalin zebra baligi embriyolar1 tizerinde sag kalim oranlar1 goz
ontine alindiginda biyouyumluluklar: sirastyla Harvard BioCal- CAP, Oxford
ActiveCal PC, MTA Angelus, Biodentine olarak siralanmaktadir.

Oxford ActiveCal PC, MTA Angelus, Biodentine ve Harvard BioCal-CAP
materyallerinin alti farkli dozunun 24, 48, 72, 96 ve 120 olmak iizere bes farkli saat
diliminde zebra balig1 embriyolar1 iizerinde koryondan c¢ikis iizerindeki etkileri

incelenmistir.

10) 48. saatte materyallerin hicbir dozunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamastir.

11) Oxford ActiveCal PC materyalinin en yiiksek iki dozu koryondan c¢ikisi

geciktirirken diger dort dozun koryondan ¢ikist etkilemedigi goriilmiistiir.

12) Biodentine materyalinin sadece en seyreltik dozu olan X/32 dozunun
koryondan ¢ikisi etkilemedigi goriiliirken diger tiim dozlarda koryondan ¢ikisi

geciktirdigi bulunmustur.

13) Harvard BioCal- CAP materyalinin X/4, X/8, X/16 ve X/32 dozlarinda

koryondan ¢ikis kontrol grubu ile es zamanl gerceklesmistir.
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14) MTA Angelus materyali kontrol grubu ile karsilastirildiginda en diisiik ti¢

dozun higbir saat diliminde koryondan ¢ikisi etkilemedigi belirlenmistir.

15) Dort materyalin zebra baligi embriyolari lizerinde koryondan ¢ikis oranlari

g0z Oniine alindiginda sag kalim oranlari ile tutarli sonuglara ulagilmistir.

16) Oxford ActiveCal PC, Harvard BioCal-CAP, MTA Angelus ve Biodentine’e
maruz birakilan zebra baligi embriyo/larvalarinda 48, 72 ve 96. saatlerde
materyallerin yliksek konsantrasyonlarda malformasyonlara yol agtig1
goriilmiistiir. Malformasyon gosteren embriyo/larvalarin bir sonraki deney
saatine kadar canliligini yitirdigi belirlenmistir. Bu nedenle istatistiksel olarak

analiz edilememistir.

17) Akridin oranj kullanilarak yapilan apopitoz deneylerinde Oxford ActiveCal
PC, Biodentine ve Harvard BioCal- CAP materyallerinin en seyreltik
dozlarmin apoptotik yanit olusturmadig1 goriilmekle beraber MTA Angelus

materyalinin en seyreltik dozu apoptozu indiiklemistir.

18) Cleaved Caspase-3 yontemi ile MTA Angelus materyalinin apoptozu Harvard
BioCal- CAP materyalinden daha fazla indiikledigi dogrulanmstir.

19)MTA Angelus materyalinin en seyreltik dozu apoptozu indiiklerken
Biodentine materyalinin en seyreltik dozunda apoptotik yanit gdzlenmemistir.
MTA Angelus materyalinin Biodentine materyaline kiyasla daha toksik
oldugu sonucuna varilabilmektedir. Bu sebeple, MTA Angelus ve Biodentine
materyallerinin karsilastirildigi  daha fazla calismaya ihtiyag oldugu

diisiiniilmektedir.

Rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlar grubuna dahil olan Oxford
ActiveCal PC materyali ve Harvard BioCal- CAP materyali ile ilgili literatiirde herhangi
bir toksisite ve biyouyumluluk ¢aligmasina rastlanilmamistir. Bu nedenle bu doktora tez
caligmasi, rutinde siklikla kullanilan geleneksel kalsiyum silikatlar (MTA Angelus ve
Biodentine) ile piyasaya yeni siiriilen rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarin
(Oxford ActiveCal PC ve Harvard BioCal-CAP) toksisite ve biyouyumluluklarini zebra

balig1 modeli {izerinde in vivo olarak test etmeyi amaglamistir.
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Sonug olarak, bu doktora tez ¢alismasi, dis hekimligi materyallerindeki toksisite
ve biyouyumluluk testleri icin 0zglin bir model organizma olan zebra baliginin
kullanimini sunmaktadir. Zebra baligi, ¢esitli bilim dallarinda materyallerin toksikolojik
etkilerini incelemek amaciyla siklikla kullanilan bir in vivo model olmasina ragmen dis
hekimliginde bu ¢alismalar oldukca azdir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda zebra balig1
tizerinde toksisite ve biyouyumluluk arastirilarak dis hekimligi toksikoloji alanina
yenilikgi bir bakis agis1 getirilmesi hedeflenmistir. Literatiirde rezin ile modifiye edilmis
kalsiyum silikat esasli materyaller ile ilgili sinirli ¢aligma mevcuttur. Pulpa kuafajinda
kullanilan bu materyallerle ilgili daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu doktora
tez ¢alismasinda, rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat esasli materyaller (Oxford
ActiveCal PC ve Harvard BioCal-CAP) ile geleneksel kalsiyum silikat esash
materyallerin (MTA Angelus ve Biodentine) karsilastirilmas: amaglanarak zebra baligi
iizerinde in vivo deneyler yapilmistir. Yapilan deneylerde rezin ile modifiye edilmis
kalsiyum silikat esasli materyallerin (Oxford ActiveCal PC ve Harvard BioCal-CAP)
geleneksel kalsiyum silikat esasli materyallere (MTA Angelus ve Biodentine) kiyasla
yiiksek dozlarinda bile daha az toksik ve daha biyouyumlu oldugu sonucuna ulagilmistir.
Ancak, bu doktora tez ¢calismasinda kullanilan Oxford ActiveCal PC ve Harvard BioCal-
CAP isimli piyasaya yeni siiriilen rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikatlarla ilgili in
vitro ¢aligmalara rastlanilmamustir. Bu sebeple, rezin ile modifiye edilmis kalsiyum silikat
esaslt materyallerle ilgili in vitro ve in vivo arastirmalara agirlik verilmesi gerektigi
diisiiniilmektedir. Ayrica, bu doktora tez c¢alismasi in vivo bir ¢alisma olup klinik

caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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