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ANTIMIKROBIYAL POLIPEPTITLERIN PULPA UZERINE ETKIiLERININ
DiS ORGAN KULTURUNDE HISTOLOJIK OLARAK INCELENMESI
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Damisman: Do¢. Dr. Mustafa AYDINBELGE

OZET

Digs ciiriigiiniin kontrolii her donemde oldugu gibi giinlimiizde de {izerinde arastirmalar
yapilan stratejiler gelistirilen 6nemli bir ¢alisma alanidir. Dogal antimikrobiyal peptitler
ve sentetik peptid tasarimindaki yeni gelismeler, agiz dis sagligi ve genel sagligin
giivenli, etkili ve ekolojik olarak dengeli bir sekilde idamesini saglayan tedaviler igin

firsatlar sunmaktadir.

Bu doktora tezi ¢alismasinda ¢iiriiksiiz ortodontik amagla c¢ekilmis agik apeksli 20 yas
disleri kullanilmistir. Disler lizerinde agilan sinif 1 kavite tabanlarinda 2 milimetrelik
pulpa perforasyon alanlari olusturulmus ve bu perfore alanlara ¢alisma ve kontrol
gruplarin1 olusturan materyaller yerlestirilmistir. Caligma gruplarinda antimikrobiyal
peptitlerden nisin ve natamisin kullanilirken, pozitif kontrol grubunda pulpa kaplama
ajan1 olarak dis hekimliginde yaygin kullanilan rejeneratif materyallerden kalsiyum
hidroksit (CaOH), negatif kontrol grubu olarak da teflon bant kullanilmigtir. Organ
kiiltiirlinde diflizyonla apikal bolgeden beslenmeleri devam edecek sekilde in situ
sartlarda 1, 2 ve 4 haftalik takipleri yapilan bu 4 grup, daha sonrasinda histolojik
analizler icin rutin doku takip islemlerine tabi tutuldular. Alinan histolojik kesitlerde
fotomikrografik dl¢limler yapilmis ve enflamatuar hiicre yogunlugu ve Reperatif Dentin
(RD) devamliligi konularinda istatistiksel veriler dogrultusunda degerlendirmeler

yapilmistir.

Sonug olarak, deney modelinin basarili oldugunu kanitlar sekilde, tiim gruplarda pulpa
ve dentinin histolojik degerlendirmeye uygun oldugu ve pulpanin canliligini korudugu

gozlenmistir.



Vil

RD devamliliginin ilk iki haftaya gore dordiincii haftada tiim gruplarda artis gosterdigi,
bununla  birlikte en  olumlu skorlarin  ¢alisma  grubumuzu  olusturan
antimikrobiyalpolipeptitler olan nisin ve natamisin gruplarinda tespit edildigi ve en
diisiik inflamatuar reaksiyon degerlerinin yine nisin ve natamisin gruplarinda oldugu

belirlendi.

Calisma sonuglarimizin ileride yapilacak ¢alismalara 1s1k tutacagini nisin ve natamisinin
direkt pulpa kaplama ajan1 olarak kullanimi igin degerli veriler sunacagi

degerlendirilmistir.

AnahtarKelimeler: Antimikrobiyal polipeptitler; Direkt pulpa kaplamasi; Natamisin;
Nisin
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HISTOLOGICAL INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF
ANTIMICROBIAL POLYPEPTIDES ON PULP IN DENTAL ORGAN
CULTURE

Ebru SENYIGIT
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Pedodontics
PhD Thesis February 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa AYDINBELGE

ABSTRACT

The control of dental caries is an essential field of study, on which strategies have been
developed today, as it has been in every period. Natural antimicrobial peptides and new
advances in synthetic peptide design offer opportunities for treatments that provide safe,
effective, and ecologically balanced maintenance of oral health and general health.

This doctoral thesis study used caries-free immature third molar teeth extracted for
orthodontic purposes. Two-millimeters pulp perforation areas were created on the floor
of the class 1 cavities opened on the teeth, and the materials that constitute the study and
control groups were placed in these perforated areas. While the antimicrobial peptides
nisin and natamycin were used in the study groups, calcium hydroxide (CaOH), one of
the regenerative materials commonly used in dentistry, was used as the pulp capping
agent in the positive control group, and also teflon tape was used as negative control
group.

These four groups, which were followed up for 1, 2, and 4 weeks under in-situ
conditions in such a way that they continued to be fed from the apical region by
diffusion from the organ culture. Then the teeth were subjected to routine tissue follow-
up procedures for histological analysis. Photomicrographic measurements were made
on the histological sections taken, and evaluations were made in line with statistical data
on inflammatory cell density and reparative dentin continuity.

It was observed that the pulp and dentin were suitable for histological evaluation and
preserved the vitality of the pulp in all groups, proving that the experimental model was

successful.



It was determined that the continuity of reparative dentin increased in all groups in the
fourth week compared to the first two weeks. However, the most positive scores were
detected in the antimicrobial polypeptides nisin and natamycin groups that create our
study groups, and the lowest inflammatory reaction values was again in the nisin and
natamycin groups.

It has been evaluated that our study results will shed light on future studies and will
provide valuable data for the use of nisin and natamycin as direct pulp capping agents.

Keywords: Antimicrobial polypeptides; Direct pulp capping; Natamycin; Nisin
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1.GIRIS VE AMAC

Dis ¢iirtigii, cok sayida faktoriin etkisiyle olusan, dis sert dokularinda yikima neden olan
kronik ve bulasici bir hastaliktir (Clarkson 1999, Axelsson 2000, Fejerskov, Nyvad ve
ark. 2015). Diinyanin her yerinde dis clriiklerinin Onlenmesi i¢in koruyucu dis
hekimligi anlayis1 giderek yayginlagsmasina ragmen siit, daimi ve karma dislenme
donemlerinde ¢ok sayida dis ¢iiriik nedeniyle erken déonemde kaybedilmektedir (Nunn
and Steele 2003). Dis, agiz icinde goriilen kuron ve g¢ene kemikleri i¢inde yer alan
kokten olusan kompleks bir organdir. Kuronun en dis kisminda mine, kokiin en dis
kisminda ise sement yer almaktadir. Tiim dis boyunca bu iki tabakanin altinda dentin
dokusu yer almaktadir. Dis organinin en i¢ kisminda, disin minyatiiri seklinde dis
pulpasi bulunmaktadir. Disin pulpasi damar ve sinirden olduk¢a zengindir. Pulpanin en
dis kisminda yer alan odontoblastlar dentini salgilamaktadir ve odontoblastlarin
cekirdekleri pulpanin periferini doserken odontoblast hiicresinin uzantilar1 dentin igine
uzanmaktadir. Birbiriyle yakin iliskide olmalar1 nedeniyle, dentin ve pulpayr dentin

pulpa kompleksi olarak degerlendirmek miimkiindiir.

Dis pulpasi derin ciiriiklerde bakteriyel olarak veya dise gelen travma sonucu mekanik
olarak hasar gérmektedir. Pulpa ile dentin bitiinligiiniin korunmasindan sorumlu olan
odontoblastlar bu hasara kars1 cevap olusturarak pulpayr dentinle kaplamak i¢in
harekete ge¢mektedirler. Bu durumda pulpanin vital fonksiyonlarinin devamini
saglamak ve pulpal iyilesmeyi hizlandirmak i¢in yapilan tedavi uygulamalarinda
dayanak noktasi olarak, pulpanin essiz iyilesme giicii kargimiza ¢ikmaktadir (Massler
1967).

Tersiyer dentin, yaralanma derecesine gore reaksiyoner dentin ve reparatif dentin
olarak siniflandirilmaktadir. Reaksiyoner dentin, pulpanin maruz kaldig1 ilimli derecede
bir uyarana cevaben salgilanmaktadir. Reperatif dentin (RD) ise pulpanin geri

dontiisiimsiiz bir zarara neden olan etken varliginda veya travma ya da dental islemler



sirasinda meydana gelen perforasyonu sonucunda salgilanmaktadir (Smith, Cassidy ve

ark. 2003).

Bu tez kapsaminda ortodontik amagla ¢ekilmis agik apeksli 3. molar dislerde perfore
edilen pulpaya, herhangi bir tedavi uygulanmaksizin veya rejeneratif materyaller
kullanilarak uygulanan tedavi sonrasinda, perforasyon alaninda olusmasi ongoriilen
tamir dentininin dogasmin histolojik olarak arastirilmasi amaglanmaktadir. In vivo
ortamda insan {izerinde boyle bir takibin miimkiin olmadig1 ger¢eginden hareketle, bu
tezde pek ¢ok alanda kullanilabilecek in vivo sartlar1 yansitan bir in vitro pulpal cevap
modeli olusturulmustur. Gelistirilmis bu organ kiiltliriiniin de ileride pek ¢ok alanda

yapilacak olan ¢alismalarda model olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Dislerin Gelisimi

Dis gelisimi dogumdan 6nce baslayip, dogumdan sonra devam etmektedir. Intra uterin
hayatin 3. haftasinda ilkel agiz olusmaktadir. Dislerin olusumunun baslangici ise
embriyonel hayatin 6. haftasina rastlamaktadir (Stewart and Poole 1982). Disler,
epitelyal hiicreler ve mezensimal hiicreler olmak tizere iki tip hiicreden gelismektedir.
Mine organini oral epitel hiicreleri olustururken, mezensimal hiicreler dental papillay1
olusturmaktadir. Mine ektodermden; dentin, sement ve pulpa ektomezensimden,
periodonsiyum mezensimden koken almaktadir (Avery 2002). Bir disin gelisim ve

fonksiyon kazanmasi birbirini takip eden, 4 farkli donemden olusmaktadir:

1. Proliferasyon donemi: Dislerin olusacagi bolgedeki ektodermal ve mezodermal
hiicrelerin sayisinin arttigi donemdir.

2. Histodiferansiasyon donemi: Sayisi artan ektodermal ve mezodermal hiicrelerin
ileride olusturacaklar1 dis dokusunun tiiriine gore farklilastiklar1 donemdir.

3. Histogenez donemi: Doku yapimi iki asamada gergeklesmektedir. Formasyon
asamasinda disin sekli belirlenirken, mineralizasyon asamasinda ise doku bu
sekle uygun olarak mineralize olmaktadir.

4. Eriipsiyon donemi: Disin, dnce kemik iginde ilerleyerek sonrasinda da agiz

mukozasini delerek ¢igneme diizlemine ulasmasini ifade eder (McDonald 1969).

Intrauterin hayatin dordiincii haftasinda embriyonun agiz boslugunu doseyen
bolgedeki ektodermde hi¢ bir gelisim olmamaktadir. Dis gelisiminin ilk belirtisi,
intrauterin hayatin 6. haftasinda agiz boslugunu doéseyen ektodermin mezoderm kokenli
ilkel bag dokusu igerisine farkli iki noktadan prolifere olmasiyla baglamaktadir
(McDonald 1969). Altinci haftada alt ve iist gene uzantilarinin lateralinde agiz epiteli
kalinlagsmas1 seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu kalinlagma anterior bolgeye dogru
ilerleyerek simetrigi ile birlesmekte ve ¢ene kavsine uygun olarak bi¢imini almaktadir.

Bu yapiya primer epitel ¢izgi denmektedir. Yedinci haftaya dogru primer epitel ¢izgiden



iki uzant1 ayrilmaktadir. Bu uzantilardan dista olani, dudak, yanak ve diseti sinrini
gostermektedir ve vestibiiler lamina adin1 almaktadir. igte olan odontojen epitele
farklilasmakta ve dental lamina adini1 almaktadir. Dental lamina, olusumunun hemen
ardindan cene kavsi boyunca mezenkim igerisine dogru yogunlasmaktadir. Bu epitel
tomurcuklar siit diglerinin mine organlarini olusturmaktadir. Disin gelisim siirecinde
mine organi ve dental papilla boyutlarindaki artistan sonra dis germi gelisiminin ¢an
safhasina ulagsmaktadir. Bu sathada mine organinda dis ve i¢ mine epitelleri diferansiye
olurken, dental papillanin periferindeki hiicreler de odontoblastlara diferansiye
olmaktadirlar. Bu siire¢ esnasinda dental papilla hiicreleri ilk once i¢ mine epiteli
hiicrelerini indiiklemektedir. Bunu takiben indiiklenmis i¢ mine epitel hiicreleri
karsilarindaki mezensim hiicrelerinin odontoblastlara diferansiyasyonunu saglamakta ve
odontoblastlar, ameloblastlarin mineyi salgilamaya baslamasindan oOnce dentini
sekillendirecek hiicre halini almaktadir (Avery, Steele ve ark. 2002). Dental lamina,
olusumunun hemen ardindan ¢ene kavsi boyunca mezenkim igerisine dogru
yogunlagmaktadir. Bu epitel tomurcuklar siit dislerinin mine organlaridir. Once her
yarim ¢enede On segmentte 4 adet mine organi gelismektedir. Daha sonra, dental lamina
geriye dogru gelisimini siirdiirerek arka segmentte 4 mine organi1 daha olusturmaktadir.
Her iki segmentten gelisen mine organlarina primer mine organlari denir. Primer mine
organlar gelistikten sonra, siit disi mine organlarinin lingual yoniinden, onlarin yerini
alacak olan daimi dislerin mine organlar1 gelisir. Mine organlarmin gelisimine paralel
olarak bunlara bitisik mezoderm hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yogunlasmasi dis yapisinin
olusumuna yol ag¢maktadir. Bazal membrana komsu hiicreler pre-odontoblastlara
farklilasmaktadir. Odontoblastlarin gelisimi ile dentinin olusumu sonucunda dental
papilla dental pulpaya doniismektedir (Nanci 2008).

Dislerin gelisecegi bolgelerdeki ektoderm ve mezoderm hiicreleri ileride dis dokularinin
bir bolimiinii yapip gelistirebilecek sekilde degisim gosterirler ve dokuyu
olusturabilecek Ozellik kazanirlar. Bu doku olusumuna yonelik hiicre degisimine
histodiferansiyasyon denir. Histodiferansiyasyon, intrauterin hayatin 13. haftasina kadar
stirmektedir. Takke seklindeki mine organi gelisip bir ¢an seklini almaktadir. Ayni
olusuma c¢an organi adi da verilmektedir. Can seklini alma sirasinda hiicrelerdeki
histodiferansiyasyon da ilerler ve Ozellikle i¢ mine epiteli hiicreleri, ilerde mine
dokusunu olusturabilecek 6zelliklerin tiimiine erismektedir. Bu donemde ¢an organinin

i¢ yiizeyindeki hiicrelere ameloblast ad1 verilmektedir. Ameloblastlarin karsisina dizili



mezenkimal bag dokusu kokenli silindirik hiicreler odontoblast hiicreleridir (Nanci
2008).

Tiim dis sert dokular1 (mine, dentin ve sement) i¢ mine epiteli ve bunun kdke devami
olan Hertwing kini ile dental papillanin bunlara komsu yiizli arasinda olusmaktadir.
Bazal lamina, mine-dentin sinirim1 belirlemektedir. Mine olusumu baslamadan Once
buralardaki i¢ mine epiteli hiicreleri mitozla ¢ogalmaktadir. Bu hiicrelere komsu dental
papilladaki mezenkim hiicreleri de odontoblastlara farklilasmakta ve predentin
cOkelmektedir. Daha sonra i¢ mine epiteli hiicreleri ameloblastlara doniismekte, mitoz
durmakta ve mine yapimi baslamaktadir. Bazal lamina kaybolmaktadir (Nanci 2008).
Mine ve dentin olusumundan sonra i¢ ve dis mine epitel hiicreleri birlesik mine epiteli
adin1 almaktadir. Bilesik mine epitelinin gérevi mineyi ¢evre bag dokusundan ayri
tutarak korumaktir. Dis siirmesi disin gelisimsel konumundan fonksiyon konumuna
geemesini saglayan bir hareket olarak tanimlanir ve siirekli bir hareket olarak kabul

edilmektedir (Stewart and Poole 1982).

2.2.Pulpa

Dis pulpasi esas maddeden zengin ve nispeten daha az lif iceren, dentini destekleyen
gevsek bag dokusu olarak siniflandirilmaktadir  (Nanci 2008). Gevsek bag dokusu,
embriyo gelismesine devam ederken, diger dokular olustuktan sonra kalan
mezensimden meydana gelmektedir. Pulpa gevsek bag dokusu olarak smiflandirilmis
olmasina ragmen, asagidaki 6zellikleri ile diger bag dokularindan ayrilmaktadir:

1. Odontoblastlarin varlig

2. Kiigtik kollateral dolagimla sert kavitede doku hapsi

3. Apikalden siirl vaskiiler erisim (Dummett 2002, Yildirim 2013)
Pulpa %25 organik yapilardan %75 sudan olusan 6zellesmis bir bag dokudur. Distan
ice siralandiginda; odontoblastik tabaka, hiicreden fakir tabaka, hiicreden zengin tabaka,
pulpa merkezi olmak iizere 4 tabakadan olusur. Pulpada kan hiicreleri, sinir ve kollajen
lifleri, odontoblastlar ve fibroblastlar bulunur (Alagam 2000, Trowbridge 2002).
2.2.1.Pulpa Histolojisi

Pulpanin histolojik gdriiniimii incelendiginde dort farkli bolge ayirdedilebilmektedir:

1. Pulpa periferindeki odontoblastik bolge
2. Koronalde belirgin olan, odontoblastlar altindaki hiicresiz bolge (Weil tabaka)

3. Hiicre yogunlugu fazla, koronal pulpanin yakinlarinda hiicreden zengin bolge



4. Pulpa ¢ekirdegi (Nanci 2008).

Odontoblast bolgesi pulpanin en dig bdlgesi olup, predentinin hemen altinda
bulunmaktadir. Odontoblast hiicrelerinin gdvdesinden ve hiicreler arasinda terminal
kapiller ile sinir liflerinden olugsmaktadir. Odontoblast bolgesinde, odontoblast hiicreleri
silindirik govdelidir ve yan yana dizilisleri palizatik (git dizilimli) bir goériiniim
gostermektedir. Histolojik olarak bakildiginda, odontoblast bolgesi 3-5 hiicre
kalinliginda bir tabaka goriiniimii vermektedir. Odontoblast hiicreleri dislerin koroner
bolgesinde, dzellikle pulpa boynuzlarinda yogunlasmaktadir. Bu nedenle odontoblastlar,
bu bolgede ¢ok tabakali goriinmektedirler. Odontoblast hiicreleri birbirlerine birlestirici
komplekslerle baghdir ve aralarinda 300-400 A hiicreler arasi bosluklar bulunmaktadir
(Nanci 2008).

Hiicresiz bolge (Weil tabaka), odontoblast bolgesinin hemen altinda bulunan bélgedir.
Hiicresiz bolgeden kapiller damarlar, myelinsiz sinir lifleri ve fibroblastlarin ince
sitoplazmik uzantilar1 ge¢mektedir. Hiicresiz bolgedeki duyusal sinirlerin dentritik
uzantilar1 spesifik agr1 reseptdrleri olup, odontoblast bolgesi igine girip, bir kismi
odontoblastlar arasindan gecerek dentin tiibiilleri i¢ine kadar uzanip bu bodlgede
sonlanmaktadir. Hiicresiz bolgenin varligi veya yoklugu, pulpanin fonksiyonel
durumuna bagl olabilmektedir. Ornegin, hizli dentin yapan geng pulpalar ile RD yapimi
goriinen yash pulpalarda bu bolge goriinmeyebilmektedir (Smith, Cassidy ve ark.
1995).

Hiicreden zengin bdlge, pulpanin merkezine gore daha ¢ok fibroblast hiicresi
icermektedir. Bu durum, koroner pulpada kok pulpasina gore daha belirgin
gorinmektedir. Hiicreden zengin bdlgede fibroblastlarin yami sira farkli sayida
makrofajlara, lenfositlere veya plazma hiicrelerine rastlanmaktadir. Normal bir pulpada,
hiicreden zengin bolgede hiicre ¢ogalmasi pek goriinmezken, odontoblastlarin 6lmesi
halinde, hizl1 bir mitoz izlenmektedir. Donlisiimsiiz olarak zedelenmis odontoblastlarin,
hiicreden zengin bolgeye go¢c eden hiicrelerle yer degistirdigi diistiniilmektedir
(Yamamura 1985). Hiicreden zengin bolgede izlenen mitotik hareketlerin, odontoblast
bdlgesinin yenilenmesinin ilk basamagi oldugu diisiiniilmektedir (Fitzgerald, Chiego ve
ark. 1990).

Pulpa merkezi biiyiik kan damarlari ve sinir ag1 agisindan zengindir (Nanci 2008).



2.2.2.Pulpa Hiicreleri

Pulpanin temel hiicreleri, odontoblastlar, fibroblastlar, makrofajlar, ve diger
immunokompetan hiicrelerdir  (Nanci 2008). Ayrica dis pulpasi multipotent kok

hiicrelerden oldukga zengindir (Yildirim 2013).

2.2.2.1.0dontoblastlar

Odontoblastlar post-mitotik noral krest hiicrelerinden koken almaktadir. Odontoblastlar,
pulpanin periferinde tek tabaka halinde bulunmaktadirlar ve gevsek bag dokusu
karakterindeki pulpay1 predentinden ayirmaktadirlar. Odontoblast hiicreleri arasinda 30-
40 mikrometre boyutunda kii¢lik bosluklar ve 6zel olusumlar bulunmaktadir. Bu 6zel
olusumlar komsu odontoblastlarla baglantiyr saglamaktadir (Marion, Jean ve ark.
1991). Odontoblastlar RNA’dan zengin olup ¢ekirdeklerinde bir yada daha fazla
cekirdek¢ik bulunmaktadir. Aktif odontoblastlar dort ¢ekirdekgikten olusan biiyiik bir
cekirdek icermektedir. Cekirdegin iizerine, sitoplazmanin merkezine konumlanmis ve
iyi gelismis bir golgi kompleksi ile belirgin bir endoplazmik retikulum bulunmaktadir.
Cok sayida mitokondri hiicre govdesine esit bir sekilde dagilmaktadir. Primer dentin
olusumunun erken evreleri boyunca en aktif hiicreler odontoblastlardir. Primer dentin
olusumu tamamlandiktan sonra odontoblastlar daha az aktif hale gelmektedirler.
Odontoblastlar dentin ve predentin organik matriksinin proteoglikan ve kollajenlerini de
uretmektedir. Odontoblastlar mineralizasyon i¢in hiicre i¢inde kalsiyum iyonlarini

tastyabilmektedir (Smith 2002).

Ayrica odontoblastlar, kemik sialoproteini  (bone sialoprotein - BSP), dentin
sialoproteini (dentin sialoprotein - DSP), dentin fosfoproteini (dentin phospoprotein -
DPP), dentin sialofosfoproteini (dentin sialophospoprotein - DSPP), dentin matriks
proteini-1  (DMP-1), osteokalsin, osteonektin, ve osteopontin (OPN) gibi ¢esitli
kollajen olmayan proteinleri sentezlemektedir. DSPP, BSP, DSP, ve DMP-1 dentin
spesifik isaretleyicileri olarak kabul edilmektedir (Qin, Brunn ve ark. 2003, Suzuki,
Haruyama ve ark. 2012). Bununla birlikte bu molekiiller sadece dentin dokusunda
bulunan bilesenler degillerdir (Y1ildirim 2013).

Odontoblastlarin temel fonksiyonu dentin tiretmektir. Bunun yani sira dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinin baslatilmas1 ve siipheli agr1 iletimini de odontoblastlarin

fonksiyonlar1 arasinda oldugu bildirilmektedir (Allard, Magloire ve ark. 2006).



2.2.2.2 Fibroblastlar

Bag dokusunun esas elemani olan fibroblastlar, kollajen lif¢iklerinin ve esas maddenin
yapimindan sorumlu hiicrelerdir. Graniiler tipte endoplazmik retikulumlari ¢ok gelismis
olup sitoplazmalar1 fazla sayida vezikiil tasimaktadir. Yetiskin pulpada, fibroblastlar
diizlestirilmis ig seklinde hiicreler olarak goriinmektedir (Nanci 2008). Fibroblastlar
yaygin olarak pulpanin bag dokusu boyunca dagilmakta ve koronal pulpanin hiicreden
zengin  bolgesinde  yiiksek  yogunluklarda bulunabilmektedir  (Okiji ~ 2002).
Fibroblastlarin en 6nemli rolii, pulpa matriksinin devamliligini saglamaktir. Pulpadaki
fibroblastlarin bagka bir fonksiyonu da viicudun farkli yerlerindeki fibroblastlar gibi Tip
I ve tip Ill kollajen sentezlemektir. Fibroblastlar ayn1 zamanda, proteoglikanlar ve
fibronektin kollajen olmayan hiicre dis1t matriks bilesenlerini de sentezlemektedirler.
Fibroblastlar ek olarak hiicreler arasi matriks bilesenlerinin yapiminda da rol

oynamaktadir (Seltzer 1985).

2.2.2.3. iImmunokompetan hiicreler

Immunokompetan hiicreler antijenik isgalden korunmaya yardimci mekanizmalari
olusturmak i¢in etkilesen hiicreler olarak tanimlanmakta olup; dentritik hiicreler,
makrofajlar/histiositler ve T, B lenfositleri gibi inflamatuar ve savunma sistemi
hiicrelerini igermektedir. Gegici olarak bulunan immunokompetan hiicreler kan
dolasimindan desteklenmektedir. Lokal enfeksiyona karst katkida bulunmak ve
bagisiklik reaksiyonlarini desteklemek gibi yetenekleri bulunmaktadir. Bu yetenekleri
immunokompetan hiicreleri konak savunmasinda aktif bir katilimci yapmaktadir.
Immunokompetan hiicreler, kavite hazirlanmasi, travma ve ¢iiriik gibi dis biitiinliigiinii
tehdit eden durumlardan etkilenmekte ve pulpanin bag dokusunda bulunmaktadirlar

(Okiji 2002).

Dendritik hiicreler, immiin sistemin yardimci hiicreleridir ve dendritik stoplazmik
uzantilart ve hiicre membrani lizerinde MHC simf II molekiilii bulundurmalar ile
karakterizedir. B lenfositleri antikor salgilayan plazma hiicrelerine farklilagirken
(humoral bagisiklik), T lenfositleri spesifik bagisiklik tepkisinde temel rol
oynamaktadir. Sitotoksik T lenfositleri (CD8+) enfekte olmus hiicrelerin lizisini
saglamakta, yardimci T lenfositleri (CD4+) ise bagisikligi diizenlemek igin sitokin
iretmektedir. CD8+ hiicreleri insanlardaki bircok smif I MHC molekiillerini
baglamaktadir (Shackelford, Kaufman ve ark. 1982).



Makrofajlar, kan damarlarinin ¢evresinde bulunan histiositler olarak tarif edilmektedir
ve pulpa bag dokusu boyunca son derece yiiksek sayidadirlar. Morfolojik goériiniimleri

farkli olan pulpa makrofajlari, pulpanin perivaskiiler alaninda fazlaca bulunmaktadir

(Okiji 2002).

Pulpada arterioller, veniiller, kapillerler ve lenf damarlar1 bulunmaktadir. Koronal
bolgedeki kan akim hizinin radikiiler bolgenin yaklasik iki kat1 oldugu bilinmektedir.
Pulpa dokusunun zengin ve karmasik sinir ve damar agina sahiptir. Pulpa dokusunun
zengin ve karmagik sinir ve damar agina sahip olmasinin rejeneratif yanit i¢in énemli

oldugu bilinmektedir (OKkiji 2002, Yildirim 2013).

2.2.3.Pulpada Hiicreler Aras1 Matriks

Bag dokusunun ana hiicresi olan fibroblastlar hiicreler arasi matriks yapimindan
sorumludur. Hiicreler arast matriks, bag dokunun Onemli bir bilesenidir ve fibriler
proteinler ile ana maddeyi icermektedir. Pulpanin ana maddesi farkli sayida
glikozaminoglikan yan zincirleri ve protein g¢ekirdekten olusmaktadir (OKiji 2002).
Glikozaminoglikanlar; hyaluronik asit, kondroitin siilfat ve dermatan silfattir. Fibriler
proteinler, yapisal lifleri olusturmaktadir ve yapisal olanlar ve adeziv olanlar olarak iki
smifa ayrilmaktadir. Yapisal olanlar kollajen ve elastin, adeziv olanlar fibronektindir

(Okiji 2002).

Kollajen, hiicreleraras1 bag dokusunun en biiylik proteinidir ve baslica gorevi pulpa
dokusuna destek olmaktir (Okiji 2002). Kollajen lifleri arasindan en ¢ok Tip I kollajen
bulunmaktadir. Diger fibriler kollajenler, tip III, V, VI, ve XI pulpada goriiniirken,
fibriler olmayan tip II kollajen pulpada olugmamaktadir. Dentin ve predentindeki
kollajen tiplerinin bilesimi pulpadan oldukg¢a farklilik gostermektedir (Jontell, Okiji ve
ark. 1998, Okiji 2002).

Fibronektin, karmasik fibriler aglar gibi pulpada ve odontoblast bolgede lokalize
olabilmektedir. Primer odontoblast farklilasmasi sirasinda dental bazal membran
bilesenlerinden biri olan fibronektin, preodontoblastlar ¢cevresinde akiimiile olmakta ve
farklilasmanin daha ileri asamalarinda polarize odontoblast hiicrelerinin apikal
kutuplariyla sinirl bir dagilim gostermektedir  (Lesot, Lisi ve ark. 2001, Zhang, Tian
ve ark. 2007)
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2.2.4.Pulpada Sinir ve Damar Ag1

Pulpa hem duyu hem de otonom sinir lifleri igermektedir. Sinir lifleri pulpaya apikal
foramenden kan damarlar1 ile birlikte girmektedir. Pulpada lifler koronale dogru
ilerlemekte ve dentin pulpa sinirinda Raschkow sinir pleksusunu olusturana kadar
kiiciik dallara ayrilmaktadir. Raschkow sinir pleksusu hiicresiz bolge merkezinde yer
almaktadir (Nanci 2008) . Raschkow sinir pleksusu agrili uyaranlari izlemektedir.
Peptid igerigi sayesinde iltihabi olaylar ve sonrasinda doku onariminda 6nemli rol
oynamaktadir. Raschkow sinir pleksusunda agri hissine aracilik eden iki tip sinir lifi
bulunmaktadir. Bu sinir liflerinden ince ve miyelinsiz olan C-lifleri hafif agriya dahil
olurken, miyelinli gruba ait A-lifleri hizli ve keskin agriyr iletmektedir. Pulpa
cevresinde bulunan bir¢ogu dentin tiibiilllerine uzanan lifler ve odontoblastlarla yakin
iliski igerisinde olan, 6zellikle A-delta tipi A-lifleri pulpanin periferinde yer almaktadir.
C-lifleri tipik olarak kan damarlar etrafindaki dallar veya serbest sinir uglar1 gibi pulpa

dokusunda sonlanmaktadir (Kandray 2007).

2.3.Dentinogenezis

Odontoblastlar, en énemli gorevi primer dentin yapimi olan, post-mitotik hiicrelerdir
(Smith 2002). Dentinogenezis, dental papillanin noral krest hiicrelerinden koken alan,
ileri derecede farklanmis post-mitotik odontoblastlar tarafindan diizenlenmektedir
(Tziafas 1995).

2.3.1.Primer Dentinogenezis

Odontoblastlar, farklilagmasinin son evrelerini tamamlayip, pulpaya dogru ilerledikge
kollajen fibril ve organik matriks yapisindaki predentin ¢okelmeye baslamaktadir.
Odontoblastlar fonksiyona gecince hiicre ¢ekirdekleri hiicrede bazal membrana dogru
hareket etmekte, diger hiicre organelleri belirgin hale gelmektedir. Endoplazmik
retikulum, golgi kompleksi ve mitokondrilerin goriilmesi hiicrelerin protein iirettiklerini
gostermektedir. Dentin matriksi ilk depolandigi zaman kollagen mineralize degildir ve
predentin olarak tanimlanmaktadir. Kollajen matriks sekillenirken odontoblastlar mine-
dentin baglantisinin olusacagi yone dogru hareket etmektedir (Avery 2002). Bu evrede
manto dentin olusumu tamamlanmaktadir ve odontoblastlar tarafindan dentin matriks
iiretilmektedir. Odontoblastlar, matriks salgilanirken matriks i¢indeki dentin tiibiillerine

gomiilii tek bir sitoplazmik parga birakarak, pulpaya dogru hareket etmektedir. Pulpaya
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hareket sirasinda, pulpanin yakinlarinda yogunlasip artan tiibiiller, dentin {izerinde
gecirgenlik 6zelligi vermektedir. Tiibiiller dentinde derece derece degisen yogunluk ile
ozel bir gecis gostermektedirler. Intertiibiiler dentin matriksi, sirkumpulpal dentin
kismin1 igerirken; peritiibiiler dentin matriksi, tiibiil cevresinde salgilanmaktadir.
Intertiibiiler dentin matriksinden daha yiiksek mineralli, kollajen olmayan matriks
bilesenleri agisindan daha zengin olan peritiibiiler dentin, daha az kollajen fibril
igermektedir (Smith 2002).

Primer dentinogenezis boyunca devam eden birikim, dentin matriksi kalinliginda
bolgesel farkliliklara yol agmaktadir. Peritubuler dentin olusumundan dolayr dentin
tiibiillerinin yapist gittikge incelmektedir. Dentin tiibiilleri, amelodentinal kavsak
yakininda 0,9 um capindayken pulpaya yakin yaklasik 2,5 pm’lik bir ¢capa ulasmaktadir
(Smith 2002).

Dentin sekresyonu ritmik olarak devam etmektedir. Dentin birikiminin kokte kurondan
daha yavas oldugu bildirilirken, hem kdk hem kuronda hiicre salgisinin giinliik
ritmlerden etkilendigi ifade edilmektedir. Kuron ve kokiin her ikisinin de planlt bir
sekilde primer dentin olusumu boyunca (disin kuron ve kokii arasindaki oran
farkliliklar1 ile) odontoblast salgisi hizla ilerlemektedir. Digin kuron ve koki
tamamlandiktan sonra, salgilama hizi aniden diismektedir (Lesot, Lisi ve ark. 2001,
Smith 2002).

Fizyolojik dentin salgilanmasinda kontrol mekanizmalar1 mevcuttur ve ¢esitli biiyiime
faktorleri, hormonlar ve transkripsiyon faktorleri odontoblast salgilama etkinliginin
diizenlenmesinde yer almaktadir. S6z konusu biiyiime faktorlerinin belirlenmesi,
ozellikle de transforme edici bliyiime faktori-f (TGF-B) ailesi ile sinyal doniisiim
yollarinin odontoblastin salgilama fonksiyonlari nasil etkiledigi ile ilgili ipuglar
verirler. Kendi salgilama etkinligini diizenlemek icin odontoblastlarin Onceden
programlandigini gostermektedir. Hiicresel programlama, hiicre 6liimii veya apoptozu
da iceren bir ozellik olup, ¢ogu dokularda daha diisiik bir oranda olmakla birlikte,

odontoblastlarda da bir dereceye kadar gergeklesmektedir (Smith 2002).

2.3.2.Sekonder Dentinogenezis

Sekonder dentinogenezis disin kuron ve kok olusumu tamamlanmasindan sonra da
goriilen ve bir dmiir boyu devam eden dentin matriksinin daha yavas hizda birikimini

saglamaktadir. Sekonder dentin disin periferi etrafinda depolanirken, pulpa odasinin
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tavaninda ve tabaninda salgilanan dentin asimetrik olarak ayrismaktadir. Periferdeki
depolanmanin bireyin yasma da bagl oldugu ifade edilmektedir (Shuttleworth, Ward
ve ark. 1978).

Sekonder dentin matriksinin tiibiillerinin biiylik oranda primer dentinin tiibiilleri ile
devam etmesinden hareketle, primer ve sekonder dentin salgilanmasi i¢in ayni
odontoblastlarn sorumlu oldugu bildirilmektedir. ilave olarak bu hiicrelerin salgi
aktivitesinin diisiik regiilasyonunun seckonder dentinin nispeten yavas ¢okelmesi

anlamina geldigini ifade etmektedir (Smith 2002).

2.3.3.Tersiyer Dentinogenezis

Ciiriik, dis asinmasi, travma ve diger yaralanmalar gibi dis etkilere kars1 olarak dentinin
lokal salgilanmasii tanimlamak i¢in tersiyer dentinogenezis terimi Onerilmektedir
(Kuttler 1959). Hasarli pulpa dokusu, ¢evresel uyarana tamir yaniti olarak pulpa-dentin
ara yiiziinde tersiyer dentin olarak adlandirilan dentin matriksi  birikimini
tetiklemektedir. Tersiyer dentin, primer ve sekonder dentinlerden farkli olarak diizenli
salgilanmaktadir (Smith 2002). Dentin-pulpa kompleksinin yaralanma derecesine gore
tersiyer dentin; reaksiyoner dentin ve RD olarak siniflandirilmaktadir (Smith, Cassidy
ve ark. 1995).

2.3.4.Reaksiyoner Dentinogenezis

Reaksiyoner dentin, uygun bir uyariciya tepki olarak post-mitotik odontoblastlarin
aktivitelerindeki artisla olusan tersiyer dentin olarak tarif edilmektedir. [liml1 derecede
bir uyarana cevaben odontoblastlar ilk olarak reaksiyoner dentini salgilamaktadirlar.
Reaksiyoner dentinogenezis sirasinda hayatta kalan odontoblastlarin salgi aktivitesinin
artis1 gozlenmektedir. Bu salgi aktivitesi odontoblastlarin fizyolojik davranisinin bir
uzantis1 olarak kabul edilmektedir. Salgi artisinin kontroliinde bu ayirt edici 6zellik
onemlidir. Zira uyaran tarafindan belirlenir ve hiicre salgi davraniglarinin fizyolojik
diizenlemesi i¢in farklilik gosterebilmektedir. Yanitin yogunlugunu, uyaranin derecesi
ve uyaranin siiresi belirlemektedir (Seltzer 1985).

Reaksiyoner dentinogenezis sirasinda odontoblast artisina restoratif materyallerin
altindan bilesenlerin filtrelenmesi veya ¢iiriik sirasinda plak bakterilerinin sagladigi
iritasyonlarin sebep oldugu ifade edilmektedir (Smith, Cassidy ve ark. 1995, Smith

2002). Geri doniisiimsiliz bir zarara neden olan etken varliginda veya travma ya da
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dental iglemler sirasinda meydana gelen pulpanin perforasyonu ile primer odontoblast
hiicreleri 6lmektedir. Odontoblastlar post-mitotik hiicreler oldugu i¢in geri doniisiimsiiz
hasar gérmiis olan odontoblastlar, bdliinerek kendi kendilerini yenileyememektedir.
Boylece reparatif dentinogenezisi baslatabilmek icin pulpal rejeneratif mekanizmalar
calismaya baslamakta ve pulpa projenitér/kok hiicreleri odontoblast benzeri hiicrelere
farklilasmaktadirlar (Fitzgerald 1979, Fitzgerald, Chiego ve ark. 1990, Smith, Cassidy
ve ark. 1995). Bu durumda, yeni farklilasan odontoblast-benzeri hiicreler 6lmiis olan
odontoblast hiicrelerinin yerini almakta ve tamir dentin matriksi salgilayabilmektedir
(Tziafas 1995). Tamir dentin yapimi, hasar goren dentin dokusu altindaki pulpanin
kendini iyilestirebilmesi, canliligin1 ve fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in yeni ve sert bir
savunma bariyerinin olustugunun gostergesidir. Bazi kuvvetli kanitlar hasara karsi
cevabin dental pulpanin progenitor/kék hiicrelerinden kaynaklandigini 6nermesine
ragmen, bu hiicrelerin pulpanin hangi bdlgesinde yer aldiklar1 ve perforasyon alanina
gocleri hakkinda ¢ok az sey bilindigi bildirilmektedir (Tecles, Laurent ve ark. 2005,
Yildirim 2013).

2.3.5.Reparatif Dentinogenezis

Ekspoze olmamis pulpada, reparatif dentinogenezis reaksiyoner dentinogenezisin
devami olabilir veya yaralanma aktif ciirlik bir lezyon gibi yeterli yogunlukta ise,
reaksiyoner dentin yoklugunda bagimsiz olarak da gerceklesebilmektedir. Reparatif
dentinogenezisin biyolojik etkinlikleri pulpanin progenitor hiicrelerindeki reaksiyoner
dentinogenezisten ¢cok daha karmasik bir prosediir icermekte ve reperatif dentinogenezis
matriksin ~ olusumundan  6nce  odontoblast  benzeri  hiicre  farklilagsmas1

tetiklenebilmektedir (Smith 2002).

2.4.Vital Pulpa Tedavileri

Dentin pulpa tedavilerinde, disin normal fizyolojik olaylarinin devam etmesine yol agan
tedavi yaklagimlar rejeneratif yaklasimlar olarak tanimlanmakta ve bu yaklasimlarla
gerceklestirilen tedavilere de vital pulpa tedavileri denmektedir (Ranly 1994). Vital
pulpa tedavileri, ¢iiriik, travma ve dental islemler sebebiyle hasar gormiis olan dis
dokularmin geleneksel yontemlerle temizlenmesinin ardindan kalan saglam dentin ve
pulpa dokusunun rejeneratif ajanlarla kapatilarak tersiyer dentin formasyonunun
indiiklenmesidir (Y1ldirrm 2007). Sert doku bariyerinin olusumunun indiiklenmesi igin

klinikte rutin olarak uygulanan dental restoratif maddeler veya lizerinde deneysel
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caligmalarin devam ettigi biyolojik kokenli materyaller kullanilarak vital pulpa

tedavileri yapilmaktadir (Decup, Six ve ark. 2000).

2.4.1.Indirekt Pulpa Kaplamasi

Pulpanin ciiriikle perfore olmadigi ancak pulpaya yakin derin dentin giiriiklerinde
uygulanan bir tedavi yontemidir. Tedavide pulpanin tamaminin canliliginin korunmasi
amaclanir. Pulpal duvarin genellikle CaOH esasli bir Ortiiciiyle kaplanarak
restorasyonunun yapilmasi esasina dayanir (Fuks 2000). Indirekt pulpa tedavisi ile
cliriik ilerlemesi Onlenirken ayn1 zamanda tersiyer dentin olusumu da saglanmaktadir
(Alagam 2012). Indirekt pulpa kaplamasmin yapilabilmesi icin dis vital olmal,
radyografik olarak herhengi bir patoloji olmamali, klinik olarak asemptomatik olmali
,spontan,uzun siireli ve siddetli agr1 olmamali, dis yaygin bir restorasyon veya kuron

restorasyonu gerektirmemelidir (Cohenca, Paranjpe ve ark. 2013).

2.4.2.Direkt Pulpa Kaplamasi

Direkt pulpa kaplamasi, saglikli pulpaya komsu derin ¢iiriikk lezyonlar1 ve travmaya
bagli olarak meydana gelen pulpa perforasyonunda, pulpanin vitalitesinin devamini
saglamak ve iyilesmeyi hizlandirmak ig¢in yapilan bir tedavi yoOntemidir. Bu
uygulamanin dayanak noktasi, pulpanin mitkemmel iyilesme giiciidiir (Massler 1967,
Ranly 1994). Direkt pulpa kaplamas: yapilacak olan dislerde perforasyon alani bir
noktadan ve kiiciik olmali, pulpa kalsifikasyonu bulunmamali, hermetik kapamay1
engelleyecek ortam olmamali, pulpada geri doniisiimlii pulpitis tablosu olmamali,

kanama siiresi normal olmali ve eksuda icermemelidir (Alagam 2012).

2.4.3.Amputasyon

Amputasyon, kavite preparasyonu sirasinda biiylik capli bir mekanik pulpa
perforasyonu olustugunda uygulanan ve kullanilan terapotik materyalin dogasina bagh
olarak vital pulpa tedavisi sinifinda degerlendirilebilecek bir tedavidir. Perforasyon
sahasinin ¢evresindeki ¢iiriik dentine komsu olan pulpa dokusunda bakterilerin
bulundugu, bu dokunun enflamasyon ve dejeneratif degisiklikler gosterdigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle tedavinin amaci koronal pulpanin tamamen ¢ikarilmasini
takiben kokteki saglikli pulpa dokusu araciligiyla kanal agizlarinda iyilesmenin

saglanmasidir. Amputasyon iglemi enfekte ya da etkilenmis durumdaki koronal
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pulpanin ¢ikartilmasini takiben birakilan saglikli kok pulpasinin iyilesme potansiyeline

sahip oldugu temeline dayanmaktadir (Fuks 2000).

2.5.Vital Pulpa Tedavilerinin Basarisim1 Etkileyen Kriterler

Direkt pulpa kaplamasinin klinik ve histopatolojik olarak basarisini, ¢liriik miktart,
mikrosizinti, kullanilan materyaller, perforasyonun boyutu, basing, pihti, dentin
parcaciklarinin pulpa dokusuna girmesi, tiikiirik kontaminasyonu ve izolasyon

etkilemektedir (Alacam 2012).

2.5.1.Mikrosizinti

Direkt pulpa kaplama ve restorasyon materyalinin sizdirmazlik 6zelliginin iyi olmasi

gerekmektedir. Sizdirmazligin iyi olmasi mikrosizinti kaynakli enfeksiyonlarin Oniine

gecmektedir (AAPD 2014).

Direkt pulpa kaplamasi sonrasinda olusan sekonder enfeksiyonun bakteri
kontaminasyonu ile ilgili oldugu yapilan g¢alismalarda gosterilmistir. Direkt pulpa
kaplamast sonrasi olusan RD’in mikrosizinti nedeni ile pulpada yeterli koruma
saglayamadigi bildirilmistir (Cox 1992). Farkli restoratif materyaller ile maymun disi
pulpalart {izerinde yapilan arastirmalarda, mikrosizinti onlendigi taktirde olumlu
iyilesme cevabi elde edildigi bildirilmistir (Cox 1987). Ayrica kaplama materyalinin
tizerine kaide konulmasi ve iist restorasyonun kenar uyumlarinin iyi olmasi gerektigi,
aksi durumda tamirin meydana gelmedigi ve nekroz olusabilecegi bildirilmektedir
(Briso, Rahal ve ark. 2006).

Travma sonucu olusan perforasyonlarda, bakteriler dokuya yavas yayilmaktadir. Yedi
giine kadar yalnizca ortalama 1,5 mm derinlikte inflamatuar reaksiyonlar izlenmistir. Iki
mm’lik bir pulpa dokusunun uzaklastirilmasi, kullanilacak olan materyalin inflamatuar
cevabin baslamadigi doku iizerine yerlestirilmesi ile sizintinin azalmasina izin
vermektedir (Cvek, Cleaton-Jones ve ark. 1982). Dokuz giine kadar, 4 mm’ye kadar
olan perforasyonlarda, prognozun iyi olabilecegi de bildirilmektedir (Cvek and
Lundberg 1983).

Yapilan arastirmalarda mikrosizintinin en biiyiik sebeplerinden birinin restorasyon
etrafinda bulunan mikroorganizmalar oldugu bildirilmektedir (Bergenholtz, Cox ve ark.
1982, Bergenholtz 2000). Ratlarda yapilan deneysel bir arastirmalar sonucunda, pulpa

ekspozunu takip eden 8 giin sonunda pulpa dokusunda parsiyel nekroz, 14. giinde ise
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total nekroz gelistigi rapor edilmistir. Ayni ¢alismada bakterisiz ortamda ekspoz edilen
dislerde 32. giinde tiim pulpa dokusunun normal ve saglikli olmasinin yaninda ekspoz
bolgesinde dentin kopriisii olusumu gozlenmistir. Bu ¢alisma, bakteriyel invazyonun

tedavinin basarisina etkisini ortaya koymaktadir (Kakehashi, Stanley ve ark. 1966).

Sonug olarak pulpa patolojisinin gelisiminde, bakterilerin mevcudiyeti ve kullanilan
materyalin toksik olmasmin pulpal cevabi etkileyen o6nemli faktorlerden oldugu

bildirilmektedir (Bergenholtz 2000).

2.5.2. Perforasyon Alam Biiyiikliigii

Direkt pulpa kaplamasi uygulanabilmesi i¢in perfore olan pulpa capinin Imm’den
kiigiik olmas1 gerektigi bildirilmektedir. Perfore alanin biiyiikliigli arttik¢a iyilesme ters
yonde etkilemektedir (Cvek, Cleaton-Jones ve ark. 1982, Cox 1992). Ancak vital
ampiitasyon tedavisinin de genis yiizeyli bir pulpa kaplamasi oldugu gerekgesi ile genis
pulpa perforasyonlarinin da iyilesebilecegi savunulmaktadir (Stanley, Pereira ve ark.
1983). Bu g¢alismayir destekler sekilde, travma sonrasi 4 mm’ye kadar olan
perforasyonlarda yapilan pulpa kaplamasini takiben %96 basari bildirilmistir (Cvek
1978). Diger taraftan tedavi amaciyla kullanilan materyalin pulpaya temasinin olmadigi
kiiciikliikteki perforasyon alanlart da basariy1 olumsuz yonde etkilemektedir (AAPD
2014).

Insan dis fizyolojisine benzeyen kopek dislerinde yapilan ‘kritik yara boyutu’ ile ilgili
calismada 2 mm ¢ap 1 mm derinlikteki perforasyonun tamir yanit olusturma potansiyeli
oldugu bildirilmis ve bu sebeple pulpada, herhangi bir tedavi uygulanmadiginda
kendiliginden iyilesmeyen 'kritik yara boyutu' 2/1 olarak belirlenmistir (Yildirim, Can
ve ark. 2011).

2.5.3. Kanama Kontrolii ve Piht1

Perfore pulpada kanamanin miktari, kanamanin hizli durmas: ve olusan piht1 kalinlig
iyilesmede onemlidir. Olusan pihtinin kalinlig1 kullanilacak olan kaplama materyalinin
dokuya olan temasin1 engellemekte ve mikrosizintiya sebep olarak mikroorganizmalar

icin uygun ortam saglamaktadir (Alagam 2012).

Pulpa kaplamasinda kullanilacak olan materyal, perforasyon alanina uygulanmadan
once kanamanin kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Kanamanin fazla olmasi

pulpadaki enflamasyonun gostergesidir ve bdyle bir durumda pulpanin tamir kapasitesi
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azalmaktadir. Ayn1 zamanda perforasyon bdlgesine komsu dentinin kanamadan dolay1
islanmis olmasi, uygulanacak materyalin uygulanmasini1 zorlastirmaktadir  (Hilton
2009). Piht1 olusumunun, doku yikimima neden olan organik materyaller igermesi
nedeniyle, tedavi 6ncesi engellenmesi 6nerilmektedir (Stanley 2002).

Perforasyon bdlgesinde kanama kontrolii yapilirken pithti olugsmamasi istenmektedir.
Kaplama materyali altinda devam eden kanama ve plazma sivisi materyalin yerinden
oynamasina neden olmaktadir (Stanley and Lundy 1972). Diger taraftan dentin kopriisii
ve kaplama ajani arasinda pihti olugsmasi nedeni ile olusan temas eksikliginin tam bir
koprii olusumunu engellemedigi, sadece geciktirdigi ifade edilmektedir (Kerekes,
Heide ve ark. 1980).

Serum fizyolojik, sodyum hipoklorit, epinefrin igeren anestezik soliisyonlar,
klorheksidin, ferrik siilfat ve lazer enerjisi kanama kontroliinii saglamak amaciyla
kullanilmistir (Messer 2002). Klorheksidin iyi bir antibakteriyal ajan olmasina ragmen
sodyum hipoklorit kadar etkili bir kanama durdurucu olmadig: bildirilmistir. Sodyum
hipokloritin de iyi bir kanama durdurucu olmasina ragmen, pulpal reaksiyon
olusturarak, iyilesmeyi olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Murray and Garcia-Godoy
2005).

2.6.Vital Pulpa Tedavilerinde Kullamilan Materyaller

Pulpanin korunmasinda ve rejeneratif cevap verebilmesinde etkili olabilecek
materyaller; matriks proteinleri ve biiylime faktorleri, CaOH preparatlari, mineral
trioksit agregat (MTA), rezin dentin adezivleri ve g¢esitli simanlardir (Rutherford,
Wahle ve ark. 1993). Kullanilan materyallerin toksik olmamasi, anti-enflamatuar etkili
olmast ve RD olusumunu saglayacak sert doku indiiksiyonu yetenegi olmasi
gerekmektedir (Tziafa, Koliniotou-Koumpia ve ark. 2014). Materyalin perforasyon
alanin1 tikama kabiliyeti ve toksisitesi vital pulpa tedavisine pulpa cevabini etkileyen
onemli faktorlerdendir (Bergenholtz 2000).

Cok sayida arasgtirmaci pulpa kaplamasinda adeziv sistemlerin kullanilabilecegini
bildirmistir (Kashiwada and Takagi 1991, Cox, Hafez ve ark. 1998, Suzuki, Taira ve
ark. 2016). Adeziv sistemler kullanilarak yapilan pulpa kaplamasi ile ilgili bir
calismada, pulpaya direkt olarak uygulama sonrasi pulpa dokusu incelenmis ve 7 giin
sonunda adeziv sistem altinda hiicre infiltrasyonu gozlenmistir. Zamanla dentin kopriisii

olusumu gozlenmis ve inflamasyonun geriledigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda CaOH
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kullanilmis ve 60 giine kadar incelenen 6rneklerde RD olusumu bildirilmistir (Hebling,
Giro ve ark. 1999). Buna kars1 olarak CaOH ve adeziv sistemler kullanilarak yapilan
karsilagtirmali bir immunohistokimyasal arastirmada CaOH ile sinirlandirilmis grupta,
histolojik olarak dentin kopriisii izlenip, odontoblast benzeri hiicre ekspresyonunda artig
gozlenirken, adeziv sistemlerin saglikli pulpada dogrudan temas ile uygulanmasinda
tamir i¢in gerekli olan ekspresyona yol agmadigi bildirilmektedir (Fernandes, Silva ve
ark. 2008).

Transforming growth factor Bl'in (TGF-B1) kullanilarak, kopek dislerinde yapilan
Reparatif dentinogenezis arastirmasinda, TGF-Bl'in dozuna bagli RD olusturdugu
gozlenirken, TGF-B1 tasiyicist olarak kullanilan hidroksiapatitin  (HA) tek basina
uygulandig1 grupta inflamatuar reaksiyonlarin gelistigi ve tamir yanitinin olusmadigi
bildirilmistir. HA” in TGF-B1 ile kullanimi1 sonucunda inflamatuar reaksiyonlarin
ortadan kalktigi ve mezensimal hiicre proliferasyonlarinin gozlendigi belirtilmistir
(Yildinm ve Alacam 2007). Biyolojik materyallerin pulpal rejenerasyona etkileri
konusunda ¢alismalarin devam etmesi gerekliliginin, indiikleyici gen terapilerinin

uygulanmasi ile miimkiin olabilecegi diisiintilmektedir (Yildirim 2013).

CaOH pulpa dokusuna uygulandiginda pH’st 11,5-12 oldugundan kostik etki
yaratmaktadir. Bu kostik etki ile birlikte enzimleri de bloke etmektedir. Olusan alkalen
ortamda fosfataz enzimi kandan inorganik fosfat salimini aktive etmekte ve kalsiyum
fosfat ¢cokelmektedir. Perforasyon alaninda kaplama materyali yerlestirildikten sonra
olusan pulpal yanit, damarsal cevap, iltihap hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonu
seklinde ilerlemekte ve bir skar dokusu olusmaktadir. Pulpa kaplama ajanmi ile
korundugu zaman doku formasyonu artmakta, pulpa hiicreleri odontoblastlara
farklilagsmakta ve dentin benzeri bir doku olusmaktadir (Schroder 1985, Alagam 2012).

Cok sayida c¢alismada kullanilan ve en popiiler materyal olan CaOH, histolojik
bulgulara bagli olarak tedavi edilen vakalarin yaklasik % 87’sinde RD olusumuna neden
olmaktadir. Bununla birlikte uzun siiredir kullanilmasina ragmen, CaOH kullanim1 hala
tartismalidir. CaOH’in ¢0ziinebilir bir materyal olmasi ve defekt olusturarak
mikrosizintiya sebep olmasi basarisizlik nedenleri arasinda sayilmaktadir (Cox, Subay
ve ark. 1996, Aeinehchi, Eslami ve ark. 2003, Olsson, Petersson ve ark. 2006).

MTA CaOH’e benzer pH’ya sahiptir ve yaklasik 24 saatte sertlesmektedir. Baslangicta
10,2 olan pH’s1 sertlesme tamamlandik¢a 12’ye c¢ikmaktadir. CaOH ile
karsilastirildiginda MTA’nin daha az iltihabi reaksiyona yol actigi gozlenmistir.
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MTA’nin sertlesme siiresinin uzun olmasi dezavantaj olarak kabul edilse de, son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda MTA’nin NaOCl veya %5’lik CaCl; ile karistirilmis
ve c¢alisma zamam kisaltilmistir  (Kogan, He ve ark. 2006). MTA’nin doku
uyumlulugunun yiiksek olmasi, olusturdugu dentin kopriisiinde tiinel defektlerinin
olmamast ve bakteri gecisini olduk¢a yiliksek oranda Onlemesi nedeni ile MTA
materyali, pulpa kaplamasi tedavilerinde popiiler olmaya baslamistir. MTA’nin CaOH
ile karsilastirildiginda daha iyi RD olusturmasinin nedeni olarak materyalin sizdirmazlik
Ozelliginin iyi olmasi, yiiksek doku uyumu ve bazik pH’ya sahip olmasi
gosterilmektedir (Fischer, Arens ve ark. 1998, Nakata, Bae ve ark. 1998, Torabinejad,
Pitt Ford ve ark. 2009).

MTA ile yapilan bircok c¢alismada paralel sekilde MTA nin rejeneratif pulpa cevaplari
acisindan basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir (Briso, Rahal ve ark. 2006, Farsi,
Alamoudi ve ark. 2006). Nitekim son yillarda, yiikksek doku uyumluluguna sahip olmasi,
olusturdugu dentin kopriisiinde tiinel defektlerinin olmamasi ve bakteri gegisini son
derece iyi onlemesi nedeni ile MTA materyali, pulpa kaplamasinda 6n plana ¢ikmaya
baslamistir. MTA’nin olusturdugu dentinogenez, materyalin sizdirmazlik 6zelliginin,

yiiksek doku uyumunun ve bazik pH’da olmasinin bir sonucudur (Alagam 2012).

2.7.Reparatif Dentinogenezis Arastirmalarinda CaOH

CaOH veya CaOH bilesikleri uzun yillardir pulpa kaplamasi i¢in tercih edilen
malzemeler olmuslardir. Fakat CaOH ve ¢ogu CaOH simanlari ¢oziilmeye yatkindir.
Restorasyonlarin etrafinda mikrosizinti olmast durumunda, kaplama alanina bakteri
gecisi s0z konusu olmaktadir. Bu nedenle alternatif malzemeler liretmek i¢in ¢ok sayida
aragtirma yapilmistir. Bununla birlikte, CaOH’in etkisi ¢ok sayidaki histolojik ve klinik
calismalarda dogrulanmistir (Decup, Six ve ark. 2000, Faraco Jr and Holland 2001).

Hem rat hem de insan dislerinin kullanilarak yapilan histolojik bir ¢alismada direkt
pulpa kaplamasini takiben histolojik olarak iyilesme degerlendirilmistir. Rat dislerinde
histolojik olarak 22 giin sonra hiicresel iyilesme ve RD goriilmiistiir. Ortodontik olarak
cekilecek olan dislerde yapilan direkt pulpa kaplamasini takiben 38 ile 145 giin arasinda
disler ¢ekilmis ve histolojik takip islemlerinden gegirilmistir. Histolojik olarak CaOH
ile yapilan direkt pulpa kaplamasi sonrasinda RD olusumu gézlenmistir (Harris and
Bull 1966). Direkt pulpa kaplamasinda CaOH kullanilarak yapilan bir bagka calismada

ratlarin pulpalan elektron mikroskobu ile incelenmis ve pulpa icindeki hiicrelerin yara
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bolgesine dogru prolifere olduklar1 ve gozle goriilebilir bir RD olustugu bildirilmistir
(Harrop and Mackay 1968).

2.8.Antimikrobiyal Polipeptitler ve Dis Hekimiginde Kullamim Alanlari

Antimikrobiyal polipeptitler (AMP) dogustan bagisikligin bir pargasi olup genlerle
kodlanan dogal antibiyotiklerdir (Carnicelli, Lizzi ve ark. 2013). Insan, bitki ve hayvan
tiirlerinin ¢esitli doku ve hiicre tipleri tarafindan {iretilirler. Bu proteinler kiigiik, 12-50
aminoasit iceren, genis spektrumlu mikrobiyosidal aktiviteye sahip peptidlerdir.
Molekiiler agirliklart <5 kDa’dir  (Brogden veBrogden 2011). Bu proteinlerin
antimikrobiyel aktiviteleri ilk kez 19. ylizyilin sonlarinda kan, 16kosit ve lenfatik
dokularda tanimlanmis ve 1920-1950 yillar1 arasinda bu dokulardan bir¢ok
antimikrobiyel bilesen izole edilmistir (Brogden, Ackermann ve ark. 2003). Daha sonra
antimikrobiyal polipeptitlerin gram negatif ve gram pozitif bakterileri, virisleri,
mantarlar1 ve hatta degismis ve kanserlesmis hiicreleri de oldirdiigi gosterilmistir
(Carnicelli, Lizzi ve ark. 2013). Bu polipeptitler yapilarindaki aminoasit
kompozisyonlarina gore anyonik ve katyonik antimikrobiyal polipeptitler olmak tizere 2
alt gruba ayrilirlar (Brogden, Ackermann ve ark. 2003). Anyonik antimikrobiyal
polipeptitler insan, sigir ve koyun akcigerlerinde, bronkoalveolar lavaj sivilarinda,
solunum yolu epitel hiicrelerinde bulunurlar (Brogden, Ackermann ve ark. 2003).
Katyonik antimikrobiyal polipeptitler ise yaygin olarak evcil hayvanlarda bulunurlar.
Dogal immun yanitin anahtar bilesenleridir. Katyonik antimikrobiyal polipeptitler % 50
oraninda hidrofobik aminoasit igerirler ve sahip olduklart lizin ve arjinin

aminoasitlerinin etkisiyle pozitif yiikliidiirler (Brogden ve Brogden 2011).

Antimikrobiyal peptitler, agiz boslugundaki patojenik mikroorganizmalarin kontroliinde
de dikkat c¢ekmistir ve bazi caligsmalarda, defensin, histatin, cathelicidin LL-37,
laktoferrin, nisin, pleurocidin ve diger sentetik peptitler, birkag oral patojenik bakteriye

kars1 iyi antibakteriyel aktivite gostermistir (da Silva, de Freitas ve ark. 2012).

2.8.1.Antimikrobiyal Polipeptitlerin Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyal proteinlerin ¢ogu antibakteriyel etkilerini mikroorganizmalarin
membrani ile etkileserek gostermektedirler. Bu sekilde hiicrenin dengesini bozarak
hiicre Oliimiine neden olurlar (Askar ve Askar 2017). Antimikrobiyal proteinlerin

mikroorganizma inhibisyonu sirasinda hiicre membranint etkilemesi iki farkli yolla
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olmaktadir. Birincisi antimikrobiyal proteinler negatif yiikleri sayesinde hedef
membranina tutunarak lipit odakli c¢ift tabakali bakteri membranindan suda ¢oziinen
(hidrofilik) protein bolgeleri bir araya gelereck penctre olurlar. Bakterilerin fosfolipit
yapisindaki i¢ membraninin da negatif ylkli olusu antimikrobiyel etkiyi
kolaylastirmaktadir (Brogden, Ackermann ve ark. 2003). Ikincisi ise hiicre membranini
delerek por olusturulmasidir. Bunun ig¢in; 6nce gram negatif bakterilerin dis
membraninda bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakasi ve gram pozitif bakterilerde
bulunan ve asidik bir polisakkarit olan lipoteikoik asit ile AMP’nin baglanmasi gerekir
(Hancock 1997). Antimikrobiyal proteinler; bakterileri ya dogrudan odldiiriirler ya da
kemokin {retimini tesvik ederek veya kemokin gibi rol alarak bakteriyel
lipopolisakkaritlerin indiikledigi yangi-Oncesi sitokin {iretimini baskilayarak, edinilmis
bagisiklik sistemi hiicrelerinin yanitlarini diizenleyerek enfeksiyonu sonlandirilmasinda
rol alirlar (Aksoy 2013). Antimikrobiyal polipeptitler gram (+) ve gram (-) bakterilere
kars1 antibakteriyel etkilidir. AMP’lerin antibakteriyel aktiviteleri yaninda, antiviral
(baz1 zarfl1 viriisler), antiparaziter (tripanozom, plazmodium gibi), antifungal, antikanser
aktiviteleri de vardir (Aksoy 2013).

2.8.2.Nisin

Nisin (Lactococcus lactis, Sigma Aldrich, Almanya) (Sekil 2.1) lantibiyotik sinifinin
iiyesi olup, laktik asit bakterileri tarafindan iiretilmektedir. ilk olarak, 1928 yilinda
Rogers birkag Streptococcus tiiriiniin diger laktik asit bakterilerini inhibe eden dogal
metabolitler trettigini kesfetmistir (Parente and Ricciardi 1999). Nisin, Lactococcus
lactis subsp. lactis tarafindan kimyasal bir savunma sistemi olarak rekabet icerisinde
bulundugu mikroorganizmalara kars: iiretilen bir bakteriyosindir. Su ana kadar nisinin
A, Z, Q, F, U ve U2 olmak tizere 6 dogal ¢esidi tanimlanmistir. Nisin A, Z, Q ve F
Lactococcus lactis suslari tarafindan, nisin U ve U2 ise Streptococcus uberis tarafindan
tiretilmektedir (Egan, Ward ve ark. 2012). Gida katki maddesi olarak ticari boyutta
kullanilan ilk bakteriyosin olan nisin Avrupa Birliginde gida koruyucusu olarak
kullanimina izin verilen tek dogal antimikrobiyaldir (Beutner, Frixel ve ark. 2007).
Nisin, ilk kez 1953 yilinda Ingiltere’de satisa sunulmustur (De Vuyst and Vandamme
1994).Dogal bir antimikrobiyal peptit olan nisin, Lactococcus lactis'ten Mattick ve
Hirsch tarafindan 1947'de izole edilmis olup, bilinen en eski ve iizerinde en ¢ok

caligilan antibiyotiktir (Mattick and Hirsch 1947). Nisin Listeria monocytogenes,
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Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Lactobacillus plantarum, Micrococcus luteus ve
Micrococcus flavus gibi bakterilere karsi oldukca etkili olup renksiz, tatsiz, kokusuz ve
diisiik toksisiteye sahiptir (Severina, Severin ve ark. 1998, Hampikyan 2009). Nisin
ayrica, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus acidophilus ve
Enterococcus faecalis gibi oral patojenik bakterilere karsi antibakteriyel aktivite
gostermistir (Tong, Dong ve ark. 2010, Tong, Zhou ve ark. 2011). Nisin antimikrobiyal
etkisini, bakteri hiicrelerinin stoplazmik membraninda bozulmaya neden olarak ya da
hiicre 6liimiine neden olarak gosterir (Breukink, van Heusden ve ark. 2003, Breukink
and de Kruijff 2006). Nisinin antibakteriyel aktivitesi ve stabilitesi ortamdaki pH
degerinden etkilenir. Nisin diisiik pH degerlerinde yiiksek antibakteriyel aktiviteye ve
stabiliteye sahiptir (Rollema, Kuipers ve ark. 1995, Cerrutti, Terebiznik ve ark.
2001).Nisinin antibakteriyel etkisi tiikiiriikteki enzimler, proteinler ve diger inorganik
bilesenlerden etkilenmez. Ayrica gastrointestinal (sindirim) sisteme girdikten sonra
tripsin ve pankreatin gibi sindirim enzimleri tarafindan hizla emilir ve inaktive edilir

(Jarvis and Mahoney 1969, Tong, Dong ve ark. 2010).

Dis ciirtikleri ile ilgili mikroorganizmalar genellikle gram pozitiftir ve antimikrobiyal
peptid nisinin genellikle gram pozitif bakteriler iizerinde inhibe edici bir etkisi vardir.
Bu da dis ciirtiklerinin dnlenmesinde nisin uygulanabilir olmas1 olanagini olusturur.
Yapilan bir ¢alismada nisinin karyojenik etkinligi olan 9 mikroorganizma iizerinde (S.
sanguinis, Streptococcus gordonii, S. mutans, Streptococcus sobrinus, L. acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus fermenti, Actinomyces viscosus ve Actinomyces
naeslundii) inhibe edici etkinligi oldugu belirlenmistir (Tong, Dong ve ark. 2010).
Floriir ve nisin kombinasyonunun degerlendirildigi bir caligmada, floriir ve nisin
karyojenik patojen S.mutans ve biyofilm iizerinde biiylik bir sinerjik etki géstermistir
(Tong, Zhou ve ark. 2011). Nisin ve CaOH’in kanal i¢i pansuman ajani olarak
degerlendirildigi ¢alismada birbirlerine yakin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
gozlenmistir ~ (Turner, Love ve ark. 2004). Nisinin biyofilm iizerine etkilerinin
arastirildigi bir calismada nisinin biyofilm gelisimini inhibe ettigi ve oral hiicrelere zarar
vermedigi bildirilmistir ~ (Shin, Ateia ve ark. 2015). Nisinin bonda eklenmesiyle
antimikrobiyal etkinligin ve baglanma kuvvetine etksinin arastirildigi bir calismada;
nisinin S. Mutans biiylimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi ve baglanma kuvvetinde
azalma gostermedigi bildirilmistir (Su, Yao ve ark. 2018). Nisin eklenmis bond ile

yapilan bagka bir ¢alismada yine S.mutans biiylimesinin ve biofilmlerin biiyiimesinin
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Oonemli Olc¢lide inhibe edildigi ve baglanma kuvvetine olumsuz etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Zhao, Qu ve ark. 2020).Yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore nisin, dis
curiiklerini 6nlemek ic¢in antibakteriyel bir ajan olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.
Nisinin biyolojik 6zellikleri, dis ciiriiklerinin 6nlenmesinde ve kanal tedavilerinde

uygun etkili bir ilag olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sekil 2.1. Nisin

2.8.3.Natamisin

Natamisin (Pharmaceutical Secondary Standard; Certified Reference Material, Sigma
Aldrich, Almanya) (Sekil 2.2) belli gidalarda ve igkilerde olusan maya, kiif ve
mantarlardan korunmak i¢in uzun yillardan beri koruyucu olarak kullanilmaktadir.
Natamisin, ilk olarak Giliney Afrika’nin Natal eyaletinin yakinlarindaki toprak
orneklerinden izole edilen Streptomyces natalensis kiiltiirii filtratlaridir. 1955 yilinda
kesfedilen dogal polien makrolid bir antibiyotiktir. Fermantasyon ortamindan izole
edilen kurutulmus natamisin, beyaz krem renkli ve ¢cok az ya da kokusuz ya da tatsizdir.
Natamisinin ticari preparatlari, Delvocid, Delvopos, Delvocoat ve Natamax isimleri
altinda laktoz ile karigtiritlmig ve yaklasik %50 natamisin igermektedir. Natamisin pH 4-
7 araliginda stabildir (Delves-Broughton, Thomas ve ark. 2005, Tayel, EL-TRAS ve
ark. 2011). Natamisinin, molekiiler formulii C33H47NO13 ve molekiil agirligi 665.725
Daltondur. Natamisin neredeyse tiim maya ve kiif kars1 etkili fakat bakteriler, viriisler
ve protozoalar lizerine herhangi bir etkisi yoktur. Gida endiistrisinde natamisin
bakterilerin fermentasyonu siirecinde ve olgunlagmasinda herhangi bir etki
gostermemektedir (Delves-broughton 2005). Bir polien makrolid olan natamisin, kiif
hiicre membranindaki ergostrol ve diger sterolleri baglayan bir antifungaldir. Natamisin

sterolleri baglayarak kiif hiicre membraninda sizint1 ile sonuglanan bozulmalara ve
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ergesterol sentezinin inhibisyonuna neden olur. Bakteriler hiicre duvari sterollerine
sahip olmadiklarindan natamisine karsi duyarli degildir (Yilmaz ve Kurdal 2005,
Oztiirk, Giirbiiz ve ark. 2006). Ancak natamisinin Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecalis, Streptococcus haemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium ve Proteus mirabilis gibi bakterilere kars1 cok
yiiksek miktarda (>250 mg/kg) kullanildiginda etkili olabildigi bildirilmistir. Seker ve
tuz gibi maddeler ortamin su aktivitesini diislirerek sinerjistik etki olusturarak
natamisinin antimikrobiyal etkinligini giiglendirmektedir (De Ruig and Van den Berg
1985, Volpon and Lancelin 2002).

Hayvanlar iizerinde laboratuvarda yapilan aragtirmalar sonucunda natamisinin zehirli ve
alerjik bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, natamisin yagda ve suda ¢oziinmedigi
icin viicuda alindiginda % 90’min bagirsaklar tarafindan disari atildigi belirtilmigtir
(Y1lmaz Ersan, 2005). Sicaklik, pH degeri, 151k, oksidanlar ve agir metaller natamisinin

yapisini etkilemektedir (Sahan, Giiven ve ark. 2004).

Dis hekimliginde natamisin ile yapilan ¢ok az calisma vardir. Protez stomatitinin
tedavisinde kullanilan % 2,5 pimafucin  (natamisin igeren) siispansiyonunun
etkinliginin arastirildigr bir ¢aligmada candida enfeksiyonunda Onemli bir azalma
gosterdigi ve yan etkilerin olmadigi bildirilmistir (Koopmans, Smitt ve ark. 1984).
Natamisin, nistatin ve Amfoterisin B ‘nin oral kandidiyazisin baglica etyolojik faktorii
olan Candida albicans ve Candida glabratanin oral epitel hiicrelerine yapigsmasinin
engellenmesine etkilerinin  karsilagtirildigr  bir ¢alisma yapilmistir.  Calismanin
sonucunda natamisin, nistatin ve Amfoterisin B’nin Candida albicans ve Candida
glabratanin oral eptel hiicrelerine yapismasini azalttigi bildirilmistir  (Dorocka-

Bobkowska, Konopka ve ark. 2003).
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Sekil 2.2. Natamisin

2.9.Vital Pulpa Tedavilerinde Deney Modelleri
2.9.1.In vivo Deneylerde Etik Sorunlar

Etik, insanlar iligkilerinin temelinde yer alan degerleri, ahlaki olarak; dogru ya da yanlis
olanin niteligini ve temellerini arastiran felsefe dali olarak tanimlanmaktadir. Bilimsel
arastirma ise arastirmacilarin bilimsel yontemleri kullanarak belirledikleri bir sorunun
¢oziimiine cevap aramasidir (Aydemir, Yalgin ve ark.,2006).

Insanda herhangi bir biyolojik materyal {izerinde yapilacak arastirmalarda da etik
ilkelere uyma sorumlulugu bulunmaktadir. Insan iizerinde yapilacak arastirmalarin
bilimsel ilkelere uygun olmasi gerekmektedir. Yapilacak olan iglemler ¢aligmalara yon
verecek fakat ilgili bolgede gerekli degil ise bilimsel aragtirma etigi disinda kalmaktadir.
In situ ¢alismalarin biiyiik bir kismi bilimsel etik acisindan engel teskil etmekte ve
deneklerden onam alinmaktadir.

In vitro, genellikle biyoloji ve tip alanlarinda, laboratuvar ya da yapay kosul anlaminda
kullanilan bir terimdir. Ornegin, laboratuvarda doku o&rneklerinin bakteri {izerinde
etkilerinin arastirildig1 ¢alisma in vitro olarak gerceklesmis olmaktadir. Bir seyin tam

olarak yerinde, incelendigini anlatmak i¢in ise ‘in situ’ terimi kullanilmaktadir.
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2.10. In Vivo Deneylere Alternatif In Vitro Deney Modelleri

Direkt pulpa kaplamast ile ilgili yaklagik son 50 yildir yapilan 70’e yakin ¢aligmada, rat
dislerinin boyutu ve teknik zorluklar nedeniyle klinik uygulamalar 6ncesi yapilan rat
caligmalar1 reddedilmektedir. Ayrica ISO 7405 standardi, dis hekimliginde hayvansal
arastirma ic¢in sadece kemirgen olmayan memelilerin uygun tiirler oldugunu da
belirtmektedir. Buna karsi yapilan birgok c¢alismada da, rat dislerindeki pulpa
dokusundaki iyilesmenin diger hayvanlar ve insanlardaki iyilesme ile histolojik olarak
benzer diizeyde oldugu bildirilmektedir. Pulpa dokusu da dahil olmak {izere, rat molar
disleri, anatomik, histolojik, biyolojik ve fizyolojik olarak minyatiir insan molar disleri
olarak goriilebilmektedir. Pulpal doku reaksiyonu ve dis hekimligi ile ilgili degerli
veriler saglamak i¢in gegerli bir ¢alisma modeli olarak kabul edilmektedir
(Dammaschke 2010). Ratlarda CaOH ile yapilan direkt pulpa kaplamasi sonrasinda
pulpa dokusunun histolojik olarak iyilestigini gozlemlemek, insanlardaki iyilestirme
siireciyle kiyaslanabilir oldugu icin c¢alisma modeli olarak kullanilabilecegi o6ne

stirilmektedir (Fitzgerald 1979).

RD ile ilgili calismalarin insan {lizerinde ¢alisilmasinin zorluguna ek olarak, odontoblast
fenotipinin, dentin matriks proteinlerinin biyokimyasal karakterizasyonu ve kemik ile
bircok benzerligi bulunmasi nedeniyle, odontoblast fenotipinin arastirilmasi, dis
pulpasindaki smirli sayidaki hiicrenin ve bu hiicrelerin popiilasyonunun incelenmesi ve
izolasyonu zordur. Bu engellerin {istesinden gelmek icin birgcok kiiltiir sistemi

gelistirilmistir.

Dentin formasyonunu incelemek igin gelistirilen kiiltiir ortaminda, kiiltiir ortam1 olarak
% 15 FBS, glutamin, vitamin C, penisilin G ve streptomisin siilfat iceren kiiltiir ortami
kullanilmistir. Hazirlanan 124 farkli dis 6rnegi 13 mm capli bir filtre ile bir metal
1zgaranin Uzerine yerlestirilmis ve 1zgaralar, 3.5 cm c¢apinda bir plastik petri kabina
yerlestirilmistir. Petri kabindaki ornekler, filtreyi sadece 1slatan bir seviyeye ulasana
kadar kiiltiir ortami ile doldurulmustur. Kiiltiir ortam1 ile doldurulan petri kablar1 37
°C'de 10 giine kadar farkli zaman dilimlerinde (2, 7 ve 10 giin) inkiibe edilmistir.
Dokular pH 7.4 olacak sekilde gluteraldehid igerisinde fiksasyonu 24 saatte
tamamlandiktan sonra, 0.1 M EDTA ile dekalsifiye edilmistir. Histolojik olarak

dokularin incelenebildigi goriilmiistiir. Dokularin histolojik olarak incelenebilmesi i¢in
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in vivo’ya alternatif in vitro bir ortam hazirlanmistir (Bronckers, Bervoets ve ark.
1983).

Magloire ve arkadaslar1 dentinogenezisi in situ olarak takip etmek amaciyla bir doku
kiiltiirli sistemi gelistirmislerdir. Arastirmacilar ¢ekilmis {igiincii az1 dislerinde okliizal
kaviteler olugturmuslardir. Daha sonra ¢ekilen disler, 50 ug/mL askorbik asit, 50 pg/mL
streptomisin, 100 IU / mL penisilin ve % 10 fetal buzagi serumu ilave edilmis BME
(Basal Medium Eagle) kiiltiir ortamina yerlestirilmistir. Kaviteli ve kavitesiz dis
kesitleri BME kiiltiir ortaminda bekletildikten sonra dikkatli bir sekilde petri kabina
alinmadan oOnce, etiivde % 5 CO, atmosferi altinda 3, 7, 12, 16, 21 ve 30 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiir ortamindan uzaklastirilan disler fikse edilerek
histolojik analiz i¢in kesitler alinmigtir. Kesitlerden alinan fotomikrograflarda yapilan
incelemeler sonucunda saglikli pulpaya komsu alanlarda pulpa tamirinin basladig

goriilmiistiir (Magloire, Joffre ve ark. 1996).

Bunun yaninda daha kisa siireli ¢alismalarda kullanmak iizere, dentinogenezis ve doku
tamiri sirasinda yer alan mekanizmalar1 tam olarak anlamak ig¢in, yetiskin dis
dokularindan dentin-pulpa kompleksi i¢in kiiltiir modelleri gelistirmeye ihtiya¢ oldugu
diisiincesiyle baska bir ¢alismada farkli bir in vitro kiiltiir modeli gelistirilmistir. Sloan
ve ark. (Sloan, Shelton ve ark. 1998) tarafindan yapilan bu ¢alismada 28 giinliik ratlarin
alt ve st kesici disleri kullanilmistir. Kiiltiir ortami DMEM igerisine vitamin C, % 10
1s1 ile inaktive edilen FBS, L-glutamin, % 1 penisilin/streptomisin ve % 1 diislik erime
noktal1 agar ilave edilmistir. Kesitler 14 giin boyunca vizkositesi yiiksek agar kiiltiir
ortaminda bekletilmistir. Daha sonra dislerden alinan kesitler steril milipor filtreye
aktarilmistir. Daha sonra kesitler 35x10 milimetrelik petri kabina 4 ml DMEM igerisine
yerlestirilmistir. Bu kiiltiir ortam1 sayesinde daha sonra yapilan otoradyografik
calismalar 1ile dentin-pulp kompleksi boyunca hiicre morfolojisinin korundugu,
odontoblastlarin sentezlendigi ve ekstraselliiler matriksin aktif olarak salgilandigi
gosterilmistir. Ayrica yeni dogan ratlarda kesici disleri kullanarak dentin-pulpa
kompleksinin mevcudiyetini korudugu bildirilmis ve bu sistemin in vitro sartlarda RD
olusumunu takip etmek i¢in uygun bir organ kiiltirii oldugu bildirilmistir (Sloan,
Shelton ve ark. 1998).

Ortodontik amagla ¢ekilmis ti¢lincli molar disleri kullanarak yapilan baska bir in vitro

kiiltiir calismasinda, BrdU kullanarak pulpa hiicrelerinin aktivasyonunu gozlenmistir.
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Kullanilan tiim dislerde, kiiltiir ortaminin kokiin orta tgliisiindeki pulpal dokulara
difiizyonunu saglamak icin kok uclari agik olan immatiir digler tercih edilmistir.
Calismada kullanilacak olan immatiir {i¢lincii molar disler okluzalden perfore edilmistir.
Kontrol grubu dislere kavite agilmamistir. Daha sonra dislerin {lizerindeki periodontal
ligament steril bir span¢ yardimi ile temizlenmistir. Disler, icerisinde 200 IU/ml
penisilin, 200 mg/ml streptomisin, 0.5 mg/ml amfoterisin B ve % 10 FBS bulunan
MEM Kkiiltiir ortamina tasinmustir. Disler, kokleri kiiltiir ortaminda kalacak sekilde
kuronlarindan sabitlenmistir. BrdU lolalizasyonu icin disler MEM’e ilave edilmis BrdU
icerisinde 1 giin inkiibasyona birakilmistir. Disler, ayrica icerisinde BrdU bulunmayan
MEM kiiltirtinde 1 giin, 2 hafta ve 4 haftalik farkli zaman dilimlerinde inkiibe
edilmistir. Kiiltiir sonrasinda disler % 4 formolde fikse edilmis ve %17°lik formik asit
ile dekalsifiye edilmistir. Disler, rutin histolojik takip asamalarindan gegirilerek parafine
gomiilmiistiir. Histolojik olarak incelenen dislerde, bir giin BrdU ile inkiibe edilen
dislerde, hiicre aktivasyonunun perivaskiiler bdlgede, hiicre ¢ekirdeklerinde lokalize
oldugu gozlenmistir. 1ki haftalik inkiibasyon sonrasinda, isaretlenen hiicreler
perforasyon alanina yakin goézlenmistir. Dort haftalik inkiibasyon sonrasinda ise
isaretlenen hiicreler sadece perforasyon alaninda izlenmistir. Bu sonuglardan hareketle
progenitdr hiicrelerin perivaskiiler alanda lokalize olabilecegini ve kullanilan kiiltiir

ortaminin in vivo’ya alternatif olabilecegi bildirilmistir (Tecles, Laurent ve ark. 2005).

Reparatif dentinogenezis incelendigi bagka bir ¢alismada ortodontik amagla cekilmis
ticlincli molar disler kullanilmistir. Cekilen disler hemen 300 UI/mL penisilin, 300
ug/mL streptomisin, 0.75 ug/mL amfoterisin B ve %10 FBS ilave edilmis MEM vasati
icerisinde laboratuvara taginmistir. Diglerin periodontal ligament ve dental kesesi
temizlendikten sonra steril serum altinda perforasyon alanlari olusturulmustur. Daha
sonra dislere iiretici firmanin talimatlarina gore hazirlanan MTA ve CaOH ile pulpa
kaplamasi islemi yapilmistir. Disler kaplama sonrasi restore edilmistir. Restorasyon
sonrasinda, disler okluzal ylizeyden tel ile baglanip kokleri kiiltiir ortami iginde kalacak
sekilde sabitlenmistir. Daha sonra disler BrdU bulunan MEM ortaminda 1 giin siire ile
bekletilirken BrdU bulunmayan MEM kiiltiir ortaminda 1, 14 ve 28 giin inkiibe
edilmistir. Mikroskopik analiz yapildiginda, pulpa ile CaOH ve MTA arasi ara yiiziine
yakin reaksiyon bolgesinde histolojik degisiklikler g6zlenmistir. Pulpa dokusunun
normal morfolojiye sahip oldugu gézlenmistir. BrdU i¢ceren MEM vasatinin, dis organ

kiiltiirii olarak kullanildigi, MTA ve CaOH ile pulpa kaplamasinda olusan Reparatif
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dentinogenezisi histolojik olarak incelenmis ve her iki materyal icin de reperatif
dentiniogenezis olusturma kapasitelerinde ayni sonuglar bulundugu bildirilmistir

(Tecles, Laurent ve ark. 2008).

Yukarida belirtilen arastirmalarda bugiline kadar genel olarak MTA ve CaOH’nin
reperatif dentinogenezis uyarimi ile ilgili histolojik analizler yapilmis fakat bu
materyallerin hangisinin avantajli oldugu netlige kavusturulamamistir. Insan iizerinde
caligmanin etik sorunlar1 ve hayvan calismalarinin teknik hassasiyet gerektirmesi yani
sira denek dislerinin bire bir insan disini yansitmamasi, biyomateryaller ile yapilmasi
gerekli olan histolojik ¢aligmalart sinirlandirmaktadir. Bahsedilen in vitro modeller
giiniimiiz kosullarinda oldukga degerli deney modelleridir. Tiim bu sebeplerle bu tezde
Tecles ve arkadaglar1 (2008) tarafindan sunulan dis organ kiiltiiriiniin modelinin
reparatif dentinogenezis c¢alismalarinda kullanilabilirligini test etmek amaciyla heniiz
cekilmis, cliriiksiz, agik apeksli bir adet 3. molar insan disis6z konusu besleyici kiiltiir
ortaminda bir ay, belirtilen kosullarda tutulmus ve dentin-pulpa biitiinliigliniin
korundugu gozlenmistir. Yapilan bu 6n calismada dis organ Kkiiltiiriinlin etkinligi
belirlenmis ve reparatif dentinogenezisin incelenmesinde kullanimina karar verilmistir.
Calismamizda ortodontik amagla ¢ekilmis agik apeksli 3. molar dislerde olusturulan
perforasyonlar CaOH, antimikrobiyal polipeptitler (nisin  ve natamisin) ile
kapatilmigsmis ve olusmasi beklenen reperatif dentogenezisin farklilik gdsterip
gostermedigi incelenmistir. Calismada negatif kontrol grubu olarak teflon bant

kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasmin amaci klinik uygulamalar1 desteklemek iizere pulpada meydana
gelen inflamasyon ve RD devamliligi konularinda, dis organ kiiltiiriinde, antimikrobiyal

polipeptitlerin CaOH ve teflon bant ile karsilagtirilmasidir.



3.GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, ortodontik amagla ¢ekilmis agik apeksli tiglincii molar dislerde,
caligma grubu olarak antimikrobiyal polipeptitlerden nisin ve natamisin, kontrol grubu
olarak CaOH ve negatif kontrol grubu olarak teflon bant ile yapilan direkt pulpa
kaplamasi yapilmistir. Daha sonra in situ sartlarda 1, 2, 4. haftalik takip sonrasinda
olusan RD ve pulpanin durumu histolojik kesitlerde degerlendirilmistir. Calisma dncesi
yapilan gii¢ analizi (G*Power Ver 3.1.9.2 Franz Faul, Universitat Kiel, Almanya)
sonucunda, etki boyutu d=0,83 iken %90 giigte ve alfa=0,05 i¢in n:4 olmak {izere
toplam Orneklem sayisinin her bir grupta (3 peryotta)l2 dis, 4 grup igin toplam
(12x4=48) 48 dis olmasi gerektigi belirlenmistir (Tiziafa ve ark., 2014) (Sekil 3.3).

3.1.Yontem

Arastirmada, Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 13.11.2019
tarihinde yapilan toplantida alinan 2019/761 sayili izin dogrultusunda ebeveynin
bilgilendirilmesi ve izninin ardindan rutin cerrahi prosediir ile ortodontik amacla ¢ekilen
acik apeksli disler kullanildi.

Calismamizda kullanilan deney asamalar1 Sekil 3.1 ve 3.2 olarak gdsterilmistir.
Calismada kullanilan metodun gercekten dislerin vitalitesini ve fizyolojisini idame
ettirip ettirmedigi konusunun netlestirilmesi amaciyla, pilot ¢alisma seklinde, yeni
cekilmis apeksi acik cliriiksiiz bir 20 yas disinin s6z konusu organ kiiltiirii i¢erisinde 37
C de etiiv ortaminda 1 ay boyunca 72 saatte bir soliisyon degistirilmek suretiyle takibi
yapildi. Daha sonra rutin doku takip islemleri sonrast histolojik incelemede disin
vitalitesinin devam ettigini diisiindiirecek sekilde pulpa biitiinligliniin korundugu
gozlendi. Daha sonra ¢alisma ve kontrol gruplarinin degerlendirildigi deney agsamalarina

gecildi (Sekil 3.1).
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Dig Cekimi

I

Klorheksidin ile temizleme

I

%10 antibiyotikli serum fizyolojik ile yikama

I

Histolojik kesit hazirlama agamalari-Histolojik boyama

I

Mikroskobik incelemeler

Sekil 3.1. Saglikl1 dis deney semasi

Disler ¢ekilmeden once hastalara klorheksidin glukonat igerikli gargara ile ¢alkalama
yaptirildi. Dis cekimlerini takiben klorheksidinli gazli bez ile kok ylizeyindeki
periodontal ligament ve doku artiklar1 hizla temizlendi ve dis %10°luk antibiyotik iceren
serum fizyolojik ile yikama islemine alindi. Cekilmis disler %10 antibiyotik (Pen-
Strep. Ampho Solusyon (100 ml) (Penicillin:10.000 units/ml- Streptomycin: 10mg/ml-
Amphotericin B: 0.025 mg/ml) Bl (Biological Industries) ve %10 fotal sigir serumu
(FBS, Biowest, Giiney Amerika) igeren Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium-Ham’s
(DMEM F-12, LONZA, Verviers, Belgika) igine yerlestirildi ve derhal ayni binada
bulunan arastirmanin yapilacagi Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Merkezi
Aragtima Laboratuvarina tagindi. Laboratuvar ortamina taginan disler, koklerinden steril
antibiyotikli spang ile tutularak, okluzal kaviteler acildi ve pulpada 2 mm capindaki
steril rond elmas frezin pulpaya tam olarak gomiilmesiyle 2mm?*’likk perforasyon
alanlar1 olusturuldu. Perfore pulpa steril serum fizyolojik ile yikandi ve kanama

kontrolii saglandiktan sonra CaOH, nisin, natamisin veya teflon membranla kaplandi.
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Her bir grupta dort adet dis bulunmaktaydi. Ardindan kaviteler cam iyonomer siman

(CIS) ile restore edildi (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).

\' Vi Vil Vil

Sekil 3.2. Klinik uygulama asamalarinin gosterimi

Disler derhal %10 antibiyotik ve %10 FBS iceren DMEM F-12 bulunan kiiltiir ortamina
alindi. Digler %5 CO2 etiivde (Sekil 3.4) 37 °C’de 1, 2 ve 4 haftalik periyotlar boyunca
takip edildi. Dislerin icerisinde bulundugu kiiltlir ortami1 72 saatte bir diizenli olarak

degistirildi.
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|
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(Takip; 1 hafta — 2 hafta — 4 hafta)
n (4) x materyal (4) x takip stresi (4) = 48 dis
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Histolojik Kesit Hazirlama Asamalari - Histolojik Boyama
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Mikroskobik incelemeler
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Sekil 3.3. Nisin, natamisin, CaOH ve teflon bant ile yapilan direk pulpa kaplamasinin

deney semast
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Sekil 3.4. Etiiv Cihaz1

3.2.Histolojik Takip Asamalari

Histopatolojik inceleme i¢in dokular %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi
(48 saat). Tespit islemini takiben %10 formaldehit, +%80 distile su ve %10 Nitrik asit
ile dekalsifikasyon islemine tabi tutuldu. Yumusadigi disiiniilen dokular musluk
suyunda yikandiktan sonra rutin histolojik prosediirler geregi dereceli alkol serilerinden

gecirildi. Daha sonra ksilol ile seffaflastirilarak parafine gémiildii ve bloklama yapildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi

Sira Yapilan islem Stire Sira Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 saat 7 Absolii Alkol 1 saat

2 %50 Alkol 1 saat 8 Absolii Alkol 1 saat

3 %70 Alkol 1 saat 9 Ksilen 20 dakika
4 %80 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
5 %96 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
6 Absolii Alkol 1 saat 12 Eriyik parafin (60 °C) 1 gece

Parafin bloklardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan lamlar
standart histolojik yontemler kullanilarak ksilen ile parafini uzaklastirildi ve dereceli

alkol serilerinden gegirilip dehidrate edildi. Genel histolojik yapiyr gormek amaciyla
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kesitler Hematoksilen&Eosin (H&E) (Tablo 3.2) ve Masson’s trikrom (MT) (Tablo
3.3) ile boyanarak Olimpus BX51 mikroskobunda incelendi. Genel degerlendirme ve
Olgtimler icin farkli buyiiklikte (X10,20,40) fotograflar alindi. Image J programi
kullanilarak belirlenen kriterler dogrultusunda uygun alanlardan perforasyon alan
Olgtimleri yapildi  (Sekil 3.3). Elde edilen Ol¢im sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilerek gruplar arasinda standart perforasyonlar olusturulup olusturulamadigi

belirlendi.

Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira Yapilan Islem Stire Sira Yapilan Islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5dk
2 Ksilen | 10 dk 15 Akarsu 1dk

3 Ksilen Il 10 dk 16 %50 Alkol 5 dk

4 Ksilen 111 10 dk 17 %70 Alkol 5dk

5 Absolu Alkol | 5 dk 18 %80 Alkol 5dk

6 Absolu Alkol Il 5 dk 19 %96 Alkol 5dk

7 %96 Alkol 5 dk 20 Absolu Alkol | 5 dk

8 %80 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol Il 5dk

9 %70 Alkol 5dk 22 Absolu Alkol 111 5 dk
10 %50 Alkol 5dk 23 Ksilen | 20 dk
11 Akarsu 2 dk 24 Ksilen 11 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 25 Ksilen 111 20 dk
13 Akarsu 5 dk 26 Kapatma (Canada Balsam)

Tablo 3.3. Masson’s trikrom Boyama Teknigi

Sira Yapilan Islem Siire Sira  Yapilan Islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18 Fosfomolibdik asit 5dk

2 Ksilen 1 10 dk 19 Kurutma

3 Ksilen 11 10 dk 20 Anilin blue 2-5dk
4 Ksilen 111 10 dk 21 Distile su 2-3 dk
5 Absolu Alkol | 5 dk 22 %1’likasetik asit 2 dk

6 Absolu Alkol 11 5 dk 23 %50 Alkol 5dk

7 %96 Alkol 5 dk 24 %70 Alkol 5 dk

8 %80 Alkol 5 dk 25 %80 Alkol 5 dk

9 %70 Alkol 5dk 26 %96 Alkol 5 dk
10 %50 Alkol 5 dk 27 Absolu Alkol | 1dk
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11 Akarsu

12 Hematoksilen
13 Akarsu

14 %1’lik asit alkol
15 Akarsu

16 Asit fuksin

17 Distile su

2 dk
5-8 dk
5 dk
1-2 sn
1dk
5 dk
2-3 dk

28
29
30
31
32
33

Absolu Alkol 11
Absolu Alkol 111
Ksilen |

Ksilen 1l

Ksilen 111

2 dk
2 dk
20 dk
20 dk
20 dk

Kapatma (Canada Balsam)

Tiim gruplara ait degerlendirmeler Tablo 3.4. ¢ de belirtildigi seklilde yapildi.

Tablo 3.4. Histopatolojik degerlendirme kriterleri (Faraco Junior, 2004 )

De_gerlen_dlrme 0 1 5 3
kriterleri
. . i . Siddetli
Inﬂamatuar inflamatuar Hafif seviyede  Orta seviyede seviyede
Reaksiyon . Inflamatuar Inflamatuar .

. . hiicre yok . .. Inflamatuar
Siddeti hiicre hiicre hi

iicre

Reperatif
Dentin Yok Az Orta Siddetli
Devamlihigi

Sekil 3.5. Perforasyon boyutlarinin belirlenmesinde pulpaya en yakin bolgeden yapilan

Olgtimler degerlendirmeye alind1 (sar1 ¢izgi).
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3.3.istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics (Ver 24.0) programinda yapildi.
Arastirma verilerinin normallik  (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk) testleri
yapildiktan sonra, gruplar arasi karsilastirilmalar normal dagilim gosteren degiskenlerde
Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA), fark bulunmasi durumunda ¢oklu
karsilagtirmalar1 ise Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Giig analizi, etki boyutu d=0,83 iken %90 giicte ve alfa=0,05 Kriterlerinde
gerceklestirildi (G*Power Ver 3.1.9.2 Franz Faul, Universitat Kiel, Almanya). Veriler
ortalama+SS olarak ifade edildi.



4 BULGULAR
4.1.Histolojik Bulgular

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan diglerden kesitler Hematoksilen & Eozin ve
Masson trikrom ile boyandi ve 4, 10, 20 ve 40’lik biiylitmede fotomikrograflar: ¢ekildi.
Belirlenen kriterler dogrultusunda (RD devamliligi, inflamatuar reaksiyon siddeti ve
perforasyon boyutu) Image J programu ile histolojik analizler yapildi. Tiim gruplarda
perforasyon alanlar1 ve bu alanlara yerlestirilmis olan restoratif mateyal artiklar

belirgindi.

4.2. Organ Kiiltiiriinde Takip Edilen Direkt Pulpa Kaplamasi Yapilmayan Saghklh
Pulpaya Ait Histolojik Bulgular

Saglikli dis pulpa 6rneginde, pulpa ve dentin degerlendirmeye uygun sekilde gozlendi.
Dentin tiibiilleri diizenli yapisiyla kolaylikla ayirt edilmekteydi. Dentinin merkezinde
gevsek bag dokusu 6zelligindeki kollajen liflerden meydana gelen pulpa dokusu diizenli
yapisin1 korumaktaydi. Pulpa icerisinde bag dokusu elemanlar1 ve kan damarlari
belirgin olarak seg¢ilmekteydi. Dentinin organik elemanlarin1 sentezleyip salgilayan,
aktif salgi hiicreleri olan ameloblastlarin farklilagsmasiyla meydana gelen odontoblastlar
pulpanin periferine yerlesmisti ve yassilasmis ¢ekirdekleri ile kolaylikla ayirt edilen
prizmatik hiicreler olarak goézlendi. Isik mikroskobunda, kalsifiye olmus dentin ile
odontoblast hiicreleri arasinda ince bir bant seklinde goriilen predentin tabakasida

belirgindi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Normal dis kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiisi  (H&E, D: Dentin

Sekil 4.2. Normal dis kesitlerinin 151k mikroskobik goriintiisti (MT, D: Dentin tiibiilleri,
Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpasinda,*: kan damarlar1)

4.2.1.Nisin ile Direkt Pulpa Kaplamasi Yapilan Gruba Ait Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda oldugu gibi H&E ve MT ile boyanan 6rneklerin tamaminda, pulpa ve
dentin degerlendirmeye uygun sekildeydi. Tiim gruplarda pulpanin canliligini korudugu
gozlendi. Kan damarlari, kollajen lifler ve fibroblastlar1 iceren pulpa igerisinde
fibroblast ¢ekirdekleri 1, 2 ve 4 haftalik takip gruplarinin iiclinde de belirgindi. Birinci
haftaya kiyasla iki ve dort haftalik gruplarda RD devamliligi belirgin olarak izlenendi.

Buna ek olarak perforasyon bolgesinin altinda kalan pulpa alanlarinda damar sayisinda
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artis mevcuttu. Ayn1 zamanda pulpa igerisinde yer yer nisin artiklarina da rastlandi.
Pulpa igerisinde 4 haftalikta daha az olmak iizere hafiften orta siddetliye dogru devam
eden inflamatuar hiicre infilitrasyonu mevcuttu. Odontoblastlarin bir ve iki haftalik
gruplarda diizensiz yerlesim gosterdigi ancak dordiincii haftada dentin boyunca ¢ok
sirali diizenli yapida oldugu tespit edildi. Birinci haftaya ait preparatlar incelendiginde
bazi Orneklerde kan damarlarinda vazodilatasyon, yer yer hemoroji bdlgeleri de
gdzlendi. iki ve dérdiincii haftalara ait preparatlarda bu bulguya daha nadir rastlandi.
Perforasyon bolgesinden uzakta yer alan pulpa alanlarinda ise saglikli dokunun
korundugu gozlendi. Preparatlar incelendiginde dentin ve pulpa yapisinda yer yer suni
kopma alanlar1 da mevcuttu. Birinci haftadan dordiincii haftaya dogru inflamatuar
reaksiyon siddetinde azalma, RD devamliliginda artis gézlendi (Sekil 4.3, Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Sekil 4.3. Birinci hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisti (H&E,
D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, ":

Inflamatuar Reaksiyon, Kahn ok: Reperatif Dentin Olusumu, Per: Perforasyon bdlgesi)
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Sekil 4.4. Birinci hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii (MT, D:
Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, ":

Inflamatuar Reaksiyon, Kalin ok: Reperatif Dentin Olusumu, Per: Perforasyon bdlgesi)

Sekil 4.5. ikinci hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik gériintiisii (H&E, D:
Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kahn ok: Reperatif
Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)
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Sekil 4.6. Ikinci hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik gériintiisii (MT, D:
Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)
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Sekil 4.7. Dordiincli hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
~; Inflamatuar Reaksiyon, Kalin ok: Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)
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Sekil 4.8. Dordiincii hafta nisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii (MT,
D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, ":
Inflamatuar Reaksiyon, Kahn ok; Reperatif Dentin)

4.1.1.Natamisin ile Direkt Pulpa Kaplamasi Yapilan Gruba Ait Histolojik Bulgular

Natamisin grubuna ait H&E ve MT ile boyanmis preparatlarin tamaminda, pulpa ve
dentin degerlendirmeye uygun sekilde gozlendi. Perforayon alanlari ve natamisin
materyali preparatlarda belirgindi. Ozellikle perforasyon alanindan uzak bolgelerde
pulpanin daha diizenli yapida oldugu tespit edildi. Dentinin merkezinde gevsek bag
dokusu 6zelliginde, kan damarlari, kollajen lifler ve fibroblastlar1 i¢eren pulpa yapisinin
kontrol ve nisin grubunda ki kadar diizenli yap1 sergilemedigi 1, 2 ve 4 haftalik takip
gruplarinda gozlendi. Birinci haftadan doérdiincii haftaya dogru inflamatuar reaksiyon
siddetinde azalma, reaktif dentin devamliliginda artis gdzlendi. flaveten pulpa ve dentin
arasina yerlesim gosteren odontoblastlar 1, 2. ve 4. haftalara ait preparatlarda diizensiz
yerlesim gosterdi. Birinci haftaya ait preparatlar incelendiginde bazi 6rneklerde kan
damarlarida vazodilatasyon, yer yer hemoroji bolgeleri gdzlendi. iki ve dérdiincii
haftalara ait preparatlarda bu bulgulara nadir rastlandi. Natamisin grubunda da tiim
gruplarda oldugu gibi diizensiz suni kopma alanlari meydana geldigi gozlendi (Sekil
4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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Sekil 4.9. Birinci hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)

Sekil 4.10. Birinci hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)
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Sekil 4.11. ikinci hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)

Sekil 4.12. ikinci hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:

Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi).
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Sekil 4.13. Dordiincii hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
~; Inflamatuar Reaksiyon, Kalin ok; Reperatif Dentin)

Sekil 4.14. Dordiincii hafta natamisin grubuna ait kesitlerin 11k mikroskobik goriintiisii
(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, ~: Inflamatuar
Reaksiyon, Kalin ok; Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)
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4.1.2.CaOH ile Direkt Pulpa Kaplamasi Yapilan Gruba Ait Histolojik Bulgular

CaOH grubundan elde edilen preparatlarin tamaminda, pulpa ve dentin degerlendirmeye
uygun sekilde gozlendi. Perforasyon bdlgelerinde ve pulpa igerisinde siyah olarak
gbzlenen alanlarin maretyal artiklar1 oldugu tespit edildi. Bir, iki ve dordiincii haftaya
ait preparatlarda pulpanin diizensiz yap1 sergiledigi ancak canliligin1 korudugu
belirlendi. Ozellikle pulapanin derin bolgelerinde bile diizensiz yapida kollojen liflerin
varh@ dikkat cekti. ilaveten iki haftalik grupta bag dokusu elemanlar1 ve kan damarlar
nadiren gozlendi. Ayni zamanda tiim haftalara ait preparatlarda nisin ve natamisin
gruplarindakine gore daha siddetli sekilde vazodilatasyon ve hemoroji bolgeleri
gozlendi. Odontoblastik tabaka 1, 2 ve 4. haftaya ait preparatlarda diizensiz sekildeydi.
Ayni zamanda gevsek bag dokusu 6zelligindeki pulpa yapisinda hafif ve orta siddette
inflamatuar hiicre infiltrasyonu diger gruplara gore daha yogundu. Perforasyon alani
altinda reparatif dentin olusumu diger gruplardaki kadar siddetli gozlenmedi (Sekil
4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20).

Sekil 4.15. Birinci hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
Kalin ok: Reperatif Dentin, Per; Perforasyon bolgesi)
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Sekil 4.16. Birinci hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii (MT,
D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, ":

Inflamatuar Reaksiyon, Kahn ok; Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi)

Sekil 4.17. Ikinci hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii (H&E,
D: Dentin tiibilleri, Pr: Predentin, P: Pulpa, Kaln ok: Reperatif Dentin, Per:

Perforasyon bolgesi).
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Sekil 4.18. Ikinci hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii (MT,

Sekil 4.19. Dordiincii hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi).
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Sekil 4.20. Dordiincii hafta CaOH grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tibiilleri, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok: Reperatif Dentin,

Per: Perforasyon bolgesi).

4.1.3.Teflon Bant ile Direkt Pulpa Kaplamasi Yapilan Gruba Ait Histolojik
Bulgular

Teflon Bant grubundan elde edilip H&E ve MT ile boyanan preparatlarda, pulpa ve
dentin degerlendirmeye uygun sekildeydi. Tiim gruplarda pulpa diizenli yapida
olmasada pulpanin canliligin1 korudugu gozlendi. Dentin, diizenli yapidaki tiibiillerin
varligindan dolayr diger deney gruplarda oldugu gibi kolaylikla secilebilmekteydi.
Perforasyon bolgelerinde ve yer yer pulpa igerisinde maretyal artiklar1 oldugu da
gozlendi. Bir ve iki haftalik gruplarda dentinin merkezinde gevsek bag dokusu
ozelliginde kan damarlari, kollajen lifler ve fibroblastlar1 igeren pulpanin genel
histolojik yapisinin CaOH grubuna gore daha diizenli oldugu belirlendi. Ancak dort
haftalik grupta pulpa yapis1 diizensiz histopatolojik yapi1 sergilemekteydi. Diizensiz,
genis bosluklar ve bu bosluklar etrafinda yogunlasmis olarak gézlenen kollajen liflerin
bulundugu 151k mikroskobunda belirlendi. Teflon bant grubuna ait preparatlar
incelendiginde vazodilatasyon ve hemorojik bolgelere rastlandi. Odontoblastik tabaka 1,
2 ve 4. haftaya ait preparatlarda CaOH grubunda oldugu kadar siddetli olmasada

diizensiz olarak gozlendi.

Ayni zamanda gevsek bag dokusu 6zelligindeki pulpa yapisinda hafif ve orta siddette

inflamatuar hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Perforasyon alani altinda reparatif dentin
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olusumu nisin ve natamisin gruplarindaki kadar iyi gelismemisti (Sekil 4.21, Sekil
4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26).

Sekil 4.21. Birinci hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,

~: Inflamatuar Reaksiyon, Kalin ok: Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bélgesi).

Sekil 4.22. Birinci hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
~: Inflamatuar Reaksiyon, Kalin ok: Reperatif Dentin).
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Sekil 4.23. ikinci hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
Kalin ok: Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi).

Sekil 4.24. ikinci hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii

(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, Pr: Predentin, P: Pulpa, *: kan damarlari,
~: Inflamatuar Reaksiyon, Kahn ok: Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bdlgesi).
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Sekil 4.25. Dordiincii hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(H&E, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, *: kan damarlari, Kalin ok:
Reperatif Dentin, Per: Perforasyon bolgesi).

'P, : Per

Sekil 4.26. Dordiincii hafta teflon bant grubuna ait kesitlerin 151k mikroskobik goriintiisii
(MT, D: Dentin tiibiilleri, Ob: Odontoblast, P: Pulpa, Kalin ok: Reperatif Dentin, Per:

Perforasyon bolgesi).
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4.1.4.Istatistiksel Sonuclar

Tablo 4.1. Image J programi ile elde edilen perforasyon 6l¢lim sonuglarina ait istatistik

tablosu.

Siire NiSIiN NATAMISIN CaOH TEFLON BANT
Ort.£S.S. Ort+SS Ort+SS Ort+SS p

1.Hafta 2,04+0,19° 1,94+0,24 2,09+0,20° 2,08+0,18° 0,152

2.Hafta 2,08+0,33° 2,10+0,29° 2,07+0,31° 2,05+0,21° 0,965

4 hafta 2,07+0,222 2,02+0,20° 2,094+0,252 2,06+0,192 0,847

Ayn satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade
etmektedir.

Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

Perforasyon boyutlar1 incelendiginde en yiiksek degerin, 2.10 mm ile 2 haftalik
natamisin grubunda, en diigiilk degerin 1.94 mm ile yine natamisin grubunun 1 haftalik

orneklerinde oldugu tespit edildi. Bununla birlikte elde edilen veriler

degerlendirildiginde bu Olgiimler arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamlilik

seviyesinde olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.2. inflamatuar reaksiyon siddeti ve reparatif dentin devamlilig1 istatistik

tablosu.
1. hafta
E‘:ﬁg‘?e Nisin Natamisin CaOH Teflon Bant p
iRS 1,25+0.46™ 0,75+0.46° 1.87+0,35° 1.75+0.70° .001
RDD 1,3740.51%® 2,00:£0.53° 1.12+0.64° 1.00:£0.75° 015
2. hafta
Nisin Natamisin CaOH Teflon Bant p
irRS 1.00+0.75° 1.00:£0.75° 1.87+0.64° 1.62+0.51° 029
RDD 2.25+0.46° 2.25+0.46° 1.25+0.46° 1.500.53° .001
4. hafta
Nisin Natamisin CaOH Teflon Bant p
irRS 1.00:+0.75%® 0.87+0.70° 1.75+0.46" 1.62+0.51® 014
RDD 2.25+0.88° 2.1240.64% 1.2540.46° 1.50+0.53% 012

IRS; inflamatuar Reaksiyon Siddeti, RDD; Reperatif Dentin Devamlihg1

Ayni satirda yer alan aymi harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade
etmektedir.

Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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Birinci hafta nisin, natamisin, CaOH ve teflon bant gruplarindan elde edilen preparatlar
inflamatuar reaksiyonun siddetine gore degerlendirildiginde; nisin ve natamisin gruplari
arasinda istatistiksel olarak fark meydana gelmedigi belirlendi. Ancak natamisin grubu
ile CaOH ve teflon bant gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu
(p<0.05). Natamisin grubunda inflamatuar reaksiyon siddeti CaOH ve teflon bant
grubuna gore daha az olarak belirlenmistir. ikinci hafta sonunda nisin, natamisin, CaOH
ve teflon bant gruplarindan elde edilen preparatlar inflamatuar reaksiyonun siddetine
gore degerlendirildiginde; CaoH grubunda inflamatuar reaksiyon siddetinin en yiiksek
seviyede oldugu belirlendi. En diisiik inflamatuar reaksiyon siddetinin ise natamisin ve
nisin gruplarinda oldugu tespit edildi. Gruplar arasinda inflamatuar reaksiyon siddetleri
acisindan fark bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamlilik seviyesinde
degildi. Dordiincii hafta sonunda de CaOH ve teflon bant gruplarinda inflamatuar
reaksiyon siddeti nisin ve natamisin gruplarma gore yiiksekti. Ancak istatistiksel olarak
anlaml1 fark sadece natamisin ve CaOH gruplar arasinda gézlendi (p<0.05). Natamisin

grubunda inflamatuar reaksiyon siddeti teflon bant grubuna gore daha diisiiktii.

Birinci haftada nisin, natamisin, CaOH ve teflon bant gruplarindan elde
edilen preparatlar RD devamliligi belirlenen kriterlere gore degerlendirildiginde;
natamisin grubuyla CaOH ve teflon Bant gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
seviyesinde fark oldugu belirlendi (p<0.05) (Tablo 6). Natamisin grubunda RD
devamliligi CaOH ve teflon bant gruplarmma gore daha olumlu skorlar sergilemistir.
Ikinci haftada gruplar arasinda RD devamliligi degerlendirildiginde; (Tablo 6). Nisin
ve natamisin gruplarinda RD devamliligt CaOH ve teflon bant gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksekti  (p<0.05). Dordiincii haftada RD
devamlilig1 birinci ve ikinci haftaya gore 6zellikle nisin ve natamisin gruplarinda artis
gostermisti. Fakat elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamlilik
seviyesinde tek farkin nisin ve CaOH gruplar arasinda oldugu belirlendi (p<0.05)
(Tablo 6). Nisin grubunda RD devamliligi dordiincii haftada birinci ve ikinci haftaya
gore CaOH grubundan daha yiiksek seviyedeydi.



5.TARTISMA VE SONUC

Ciiriik lezyonlar1 gibi patolojik durumlarda, reaksiyoner dentin i¢in odontoblastlarin
salg1 aktivitesi uyarilmaktadir. Kavitenin derin hazirlanmas: odontoblast 6liimiine yol
acmaktadir. Bu durumda, yeni olusturulan odontoblast-benzeri hiicreler nekrotik
hiicrelerin yerini almakta ve RD matriksi salgilayabilmektedir (Tziafas 1995). Diger
taraftan dentin ve pulpanin anatomik, gelisimsel ve fonksiyonel iliskileri dental
yaralanmalara kars1 pulpa bag dokusunu, dogrudan uyarilmadigi zamanlarda bile
duyarl hale getirmektedir (OKiji 2002). Bu durum pulpanin essiz iyilesme giicii ile tarif

edilmektedir.

Pulpada mekanik pulpa perforasyonu ve travma gibi sebeplerle meydana gelen geri
dontisiimsiiz hasarlar olusabilmektedir. Uygun kosullar olustugunda bu hasarlara yanit
olarak tamir dentinin olusumuna sebep olan reparatif dentinogenezis baslamaktadir.
Reparatif dentinogenezis ¢ok sayida faktore bagli, yeni jenerasyon odontoblast benzeri
hiicrelerin  farklilagsmasinin  ve gocilinlin  baglamas1 i¢in molekiiler sinyallerin
indiiksiyonunu igeren, karmasik bir biyolojik siiregtir. Pulpanin hasar1 sonrasinda bir¢ok
alternatif rejeneratif materyal kullanilarak pulpanin iyilesme gosterdigi bilinmektedir.
Tamir dentini indiiksiyonu i¢in alternatif bir¢cok yontem ve materyal test edilmistir.
Fakat bu yontem ve materyallerin reparatif dentinogenezisi nasil uyardiklari hala
bilinmemektedir (Rutherford, Wahle ve ark. 1993, Mao, Kim ve ark. 2012, Yildirim
2013).

Reparatif dentinogenezis olusumunu diizenleyen, molekiiler ve hiicresel mekanizmalarla
ilgili, in vivo ve in vitro yaklasgimlar kullanilarak detayli arastirmalar yapilmaktadir. Bu
arastirmalar, dental pulpanin dentinojenik kapasitesi ile ilgili bilgiler saglamis olmasina
ragmen, Ozellikle progenitor hiicre go¢ii hakkinda ¢ok az bilgi vermektedir (Tecles,
Laurent ve ark. 2005).
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Insan iizerinde RD ile ilgili calismanin zorlugu nedeniyle literatiirde bulunan RD ile
ilgili yapilan ¢alismalarda birgok denek maymun (Cox, White ve ark. 1992, Rutherford,
Wahle ve ark. 1993), kopek (Nakashima 1990), kemirgen (Smith, Tobias ve ark.
1990), minyatiir domuz (Jepsen, Albers ve ark. 1997) ve ratlar (Hu, Zhang ve ark.
1998, Decup, Six ve ark. 2000) kullanilmistir. Anatomik, histolojik, biyolojik ve
fizyolojik olarak minyatiir insan disi olarak kabul edilmesi ve histolojik olarak benzer
diizeyde iyilesme gostermesi nedeniyle rat dislerinin ¢alisma modeli olarak
kullanilabilecegi kabul edilmesine ragmen, hayvan calismalar1 pek ¢ok teknik zorluk

icermektedir (Fitzgerald 1979, Dammaschke 2010).

Son donemlerde dis hekimligindeki etik problemler dikkate alindiginda, RD ile ilgili
calismalar in vitro calismalardan ileriye gidememektedir. In vitro deneylerde de in vivo
ortamin tiim Ozellikleri yansitilamadigi i¢in literatiir sonuglart klinik olarak yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda dis organ kiltiiri kullanarak histolojik
incelemeler yapmaya karar verdik. Bu tez kapsaminda gerceklestirilen deneyler, klinik
calismalar1 desteklemek amaciyla RD devamliliginin arastirilmasi amaciyla dis organ
kiiltiirtinde kullanilmak tizere ortodontik amaglarla ¢ekilmis acik apeksli (apikalden

difiizyonla beslenebilmesi i¢in) 3. Molar disler kullanilmgtr.

Bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde, RD ile ilgili arastirmalarin insan lizerinde
yapilmasinin getirdigi etik sorunlar in vivo incelemeleri kisitlamaktadir. Bu engellerin
iistesinden gelmek i¢in, insan dis pulpa hiicrelerinin odontoblastlara farklilasmasini
saglayan bir hiicre kiiltiirii sistemi gelistirilmistir. Gelistirilen kiiltlir ortami igerisinde,
BME ortamina ilave olarak askorbik asit, streptomisin, penisilin ve fotal buzagi serumu
bulunmaktadir. 30 giine kadar yapilan takiplerde pulpaya komsu alanlarda pulpal
tamirin bagladig1 izlenmis ve in vitro olarak pulpal takibin yapildigi goriilmiistiir

(Magloire, Joffre ve ark. 1996).

BrdU iceren MEM vasati1 kullanilarak yapilan dis organ kiiltiiriinde histolojik olarak RD
ve progenitdr hiicre aktivasyonunun incelendigi bir ¢aligmada dis organ kiiltiirli olarak
%10 FBS, penisilin, streptomisin, amfoterisin B igeren soliisyon kullanilmistir. Kavite
preparasyonu sonrasinda BrdU icermeyen MEM vasati igerisinde 1 giin, 2 hafta ve 4
haftalik farkli periyotlarda disler inkiibe edilmis ve kiiltiir periyotlar1 tamamlandiktan
sonra fikse edilip, formik asit ile dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyonu tamamlanan

disler histolojik takip asamalarindan geg¢irilmis ve RD histolojik olarak incelenmistir
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(Tecles, Laurent ve ark. 2005, Tecles, Laurent ve ark. 2008). Bu ve benzeri ¢aligsmalar
in vivo ortami bagarili bir sekilde taklit edebilen deney diizenegi olarak dis organ

kiltliriinii 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda kiiltiir vasati olarak DMEM (DMEM F-12, LONZA,
Verviers, Belcika) soliisyonu kullanilmistir. Kiiltiire ek olarak ilave penisilin,
streptomisin, amfoterisin B, %10 FBS kullanilmistir (Téclés, Laurent ve ark. 2008).
DMEM hiicre erken yaslanmasina engel olmas1 ve igerdigi hormon ve besinlerle hiicre

gelisimini desteklemesi nedeniyle ¢alismamizda kullanilmistir.

In vivo ortami yansitan in vitro kiiltiir ortami g¢aligmalarinin gittikge degerlenmesi
nedeniyle bu tezde dis organ kiiltiirii yapilmig ve dislerin in vitro kiiltiir ortaminda
canliligin1 devam ettirip ettirmedigi, pulpal perforasyon alaninda RD devamlilig1 ve
inflamatuar reaksiyon siddeti histolojik olarak incelenmistir. Direkt pulpa kaplama
materyali olarak CaOH, nisin, natamisin ve negatif kontrol grubu olarak teflon bant

kullanilmastr.

Literatiirde in vivo reparatif dentinogenezis caligmalarinda, RD’in olusumunun 2.
haftadan baslayip net bir RD 30 giin sonra olustugu goriilmektedir (Nakashima 1989,
Smith, Tobias ve ark. 1990, Tziafas, Kolokuris ve ark. 1992, Jepsen, Albers ve ark.
1997, Hu, Zhang ve ark. 1998). Rat dislerinde ideal dentin formunun 3 haftada
tamamlandig1 bildirilmistir (Hu, Zhang ve ark. 1998). Kopek dislerinde CaOH ile
yapilan pulpa kaplamasi sonrasi olusan doku reaksiyonunda 14. giinden sonra RD
kalinliginin arttigr bildirilmistir (Yamamura 1985). Hem rat hem insan dislerine CaOH
ile direkt pulpa kaplamasi yapilan bir ¢alismada histolojik olarak RD 22 giin sonunda
izlenmistir (Harris and Bull 1966). Bu tezde hiicre kiiltiir ortaminda dislerin takip siiresi

literatiir bilgileri goz 6nlinde bulundurularak 1, 2 ve 4 hafta olarak belirlenmistir.

Calismamizda CaOH ile birlikte negatif kontrol grubu olarak teflon bant ve son yillarda
dis hekimliginde kullanilmaya baslanan antimikrobiyal proteinlerden nisin ve
natamisinin pulpa tlizerine etkileri histolojik olarak incelenmistir. Antimikrobiyal
polipeptitler dogustan bagisikligin  bir parcast olup genlerle kodlanan dogal
antibiyotiklerdir  (Carnicelli, Lizzi ve ark. 2013). Dis ciriikleri ile ilgili
mikroorganizmalar genellikle gram pozitiftir ve nisinin genellikle gram pozitif
bakteriler iizerinde inhibe edici bir etkisi vardir, buna ragmen dis ¢iiriiklerinin

Oonlenmesinde nisinin etkin rol olabilecegi yoniinde c¢alismalara literatiirde
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rastlanmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde nisinin  Kkaryojenitesi  bilinen 9
mikroorganizma {izerinde  (S. sanguinis, Streptococcus gordonii, S. mutans,
Streptococcus sobrinus, L. acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermenti,
Actinomyces viscosus ve Actinomyces naeslundii) inhibe edici etkinligi oldugu
belirlenmistir (Tong, Dong ve ark. 2010). Yine floriir ve nisin kombinasyonunun
degerlendirildigi bir calismada, floriir ve nisinin karyojenik patojen S.mutans ve
biyofilm iizerinde sinerjik bir etki gosterdigi bildirilmistir (Tong, Zhou ve ark. 2011).
nisinin biyofilm tizerine etkilerinin arastirildig1 baska bir caligmada biyofilm gelisimini
inhibe ettigi ve oral mukoza hiicrelerine zarar vermedigi bildirilmistir (Shin, Ateia ve
ark. 2015). Kanal i¢i pansuman ajani1 olarak nisin ve CaOH’i degerlendiren
arastirmacilar birbirlerine yakin antimikrobiyal etkinlik gosterdigini vurgulamislardir

(Turner, Love ve ark. 2004).

Bir polien makrolid olan natamisin, kiif hiicre membranindaki ergostrol ve diger
sterolleri baglayan bir antifungaldir. Natamisin sterolleri baglayarak kiif hiicre
membraninda s1zint1 ile sonu¢lanan bozulmalara ve ergesterol sentezinin inhibisyonuna
neden olur. Bakteriler hiicre duvar sterollerine sahip olmadiklarindan natamisine karsi
duyarl degildir (Y1lmaz ve Kurdal 2005, Oztiirkve arkve ark. 2006). Ancak natamisinin
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus haemolyticus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium ve
Proteus mirabilis gibi bakterilere karsi ¢ok yiiksek miktarda  (>250 mg/kg)
kullanildiginda etkili olabildigi bildirilmistir. Ayrica seker ve tuz gibi maddeler ortamin
su aktivitesini diisiirmek suretiyle sinerjistik etki olusturarak natamisinin antimikrobiyal
etkinligini giiglendirmektedir (De Ruig and Van den Berg 1985, Volpon and Lancelin
2002). Dis hehimliginde natamisin ile yapilan ¢ok az ¢alisma vardir. Bunlardan birinde
protez stomatitinin tedavisinde kullanilan % 2,5 pimafucin  (natamisin igeren)
stispansiyonunun etkinligi arastirilmig ve Candida enfeksiyonunda 6nemli bir azalma
sagladig1 ayrica yan etkilerin olmadigi bildirilmistir (Koopmans, Smitt ve ark. 1984).
Natamisin, nistatin ve Amfoterisin B ‘nin oral kandidiyazisin baglica etyolojik faktorii
olan Candida albicans ve Candida glabratanin oral epitel hiicrelerine yapismasinin
engellenmesine etkilerinin  karsilastirildigi  bir ¢alismada natamisin, nistatin ve
Amfoterisin B’nin Candida albicans ve Candida glabratanin oral eptel hiicrelerine
yapismasini azalttig bildirilmistir (Dorocka-Bobkowska, Konopka ve arkve ark. 2003).

Kisith sayida yapilmis ¢aligmalarda nisin ve natamisinin pulpa lizerne etkileri ile ilgili
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bir ¢alisma olmadigin1 gordilk ve bu tez projesi kapsaminda son donemin giincel

materyallerinin pulpa iyilesmesi tizerine etkilerini incelemeye karar verdik.

Calismamizda nisin, natamisin, CaOH ve teflon bant uyguladigimiz tiim gruplarda
pulpa dentin kompleksinin histolojik degerlendirmeye uygun oldugu gozlenmistir.
Ayrica pulpanin canliligini korudugu ve tiim materyallerin biyouyumlu oldugu oldugu

gorilmiistiir.

Calismamizda perforasyon boyutu belirlenirken spontan iyilesme gerceklesebilecek
boyuttan daha biiyiik bir perforasyon olusturmanin uygulanacak materyalin etkinligini
degerlendirmede ¢cok dnemli olacag1 gerceginden ve direkt pulpa kaplamasinin yapildigi
in vivo ¢aligmalarda perforasyon alaninin literatiirde 1 mm?®’den kiigiik olmasi1 gerektigi
bilgisinden hareketle degerlendirmelerde bulunuldu. Perforasyon alani biiyiimesi dentin
duvar1 desteginin kaybedilmesine, hemorajide artisa neden olarak iyilesme
mekanizmasini olumsuz anlamda etkileyecektir  (Alagam 2012). Kendiliginden
iyilesmeyen bir yara ylizey alani olarak kabul edilen alan ‘kritik yara boyutu’ olarak
adlandirilmaktadir. Insan dislerine cok benzeyen képek dislerinde perforasyon boyutu
ile RD arasindaki iligkiyi inceleyen bir arastirmada, Yildirim ve ark (2011) kopeklerin
premolarlar dislerinde 3 farkli boyutta pulpa defektleri hazirlamiglardir. Defekt
cap/derinlik, 1/1, 2/1 ve 2/2 olacak sekilde perforasyonlar olusturulmustur. Kontrol
grubunda CaOH ve test grubunda teflon bantla kapatilmistir. Pulpanin teflon bant
altinda, materyal uygulanmadan da 1/1 mm olan bir defekt boyutuna kadar
kendiliginden iyilesme gosterebildigi gdézlenmistir. Bu durumda bu calismaya gore
kopek disi pulpa dokusunun CaOH ile tedavi edildiginde 2 mm ¢ap, 1 mm derinlige
sahip ekspoz boyutuna kadar tamir yanit1 olusturma potansiyeli oldugu tespit edilmistir.
Bu sebeple pulpada, herhangi bir tedavi uygulanmadiginda kendiliginden iyilesmeyen
'kritik yara boyutu' 2/1 olarak bildirilmistir (Yildirim, Can ve ark. 2011). Kritik yara
boyutu kullanildiginda, materyalin iyilesme {izerindeki etkileri denegin kendi iyilesme
potansiyeline degil, kullanilan terapdtik materyalin dogasina ve isleyis mekanizmasina
dayandirilabilmektedir (Y1ildirim 2007). Bu nedenle tez ¢calismamiz kapsaminda 2 mm
boyutunda perforasyonlar olusturulmustur. Histomorfometrik ol¢iimler, calismamizda
tiim calisma gruplarda perforasyon boyutlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olmadigini yani standart perforasyonlar olusturuldugunu ortaya koydu.
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Calismamizda inflamatuar reaksiyon siddetinin birinci haftada natamisin grubunda
anlamli derecede en diisiik seviyede olmasi pulpa iizerinde iritan etkisinin daha diisiik
seviyelerde oldugunu diistindiirdii. Bununla birlikte CaOH ve teflon bant gruplarinda
goriilen ilk haftadaki yiiksek inflamatuar reaksiyon siddetinin ikinci ve dordiincii
haftada gerileme gosterdigi tespit edildi. Her ii¢ degerlendirme periyodunda da (1. 2. ve
4. hafta) en diisiik inflamatuar reaksiyon siddetinin nisin ve natamisin gruplarinda
oldugu belirlendi. Enflamasyon derecesinde daha az artiglara neden olabilecek iritan
olmayan materyallerin pulpal iyilesmede daha olumlu katkilar saglayabilecegi
diisiincesiyle nisin ve daha da olumlu degerler sergileyen natamisinin iyi birer alternatif

olabilecegi degerlendirildi.

Insanlarda yapilan pulpa tedavileri sonrasinda RD olusumunun en ¢ok CaOH ile yapilan
pulpa kaplamalarinda olustugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Olsson, Petersson
ve ark. 2006). CaOH bilesikleri, vital dokular karsisinda sinirli nekroz olusturmasi ve
doku tarafindan iyi tolere edilmesi nedeniyle uzun yillardir pulpa kaplamasi i¢in tercih
edilen malzeme olmustur (Alagam 2012). Alternatif malzemeler {iretmek igin bir¢ok
aragtirma yapilmistir. Bununla birlikte, CaOH’in etkisi ¢ok sayidaki histolojik ve klinik
calismalarda dogrulanmistir (Schroder 1985, Alagam 2012).

Yapilan bir¢ok deneysel calismada CaOH ve MTA karsilastirilmis ve her iki materyalin
pulpa kaplamasinda kullanilmast sonucu perforasyon alaninda RD olusumu
gbzlenmistir. CaOH’in etkisi bir¢ok klinik ve histolojik calisma ile dogrulansa da,
mikrosizint1 nedeni ile olusacak bakteri invazyonu nedeni ile yeni materyal arayislari
stirmektedir (Faraco Junior and Holland 2004). MTA’nin CaOH’e benzer 6zelliklerinin
bulunmasi, sertlesme zamaninin uzun olmasma ragmen daha az iltihap olusturmasi
Klinik avantaj olarak kabul edilmektedir (Rasaratnam 2016). Direkt pulpa kaplamasinin
CaOH ve MTA kullanilarak yapilan1 bir arastirmada, oOrnekler histolojik olarak
incelenmis ve MTA nin CaOH’den daha kalin bir RD dokusu olusturdugu bildirilmistir
(Faraco and Holland 2001).Buna karsi Tziafas ve ark (2002), MTA ve CaOH
kullanarak direkt pulpa kaplamasi yaptiklart digleri 90 giin siireyle takip ederek
histolojik olarak incelemisler ve RD agisindan MTA ve CaOH arasinda herhangi bir
anlamli fark tespit edemediklerini rapor etmislerdir. Rerapatif dentinogenezisin
olusumuna neden olan olaylarin altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar,

cesitli in vitro ve in vivo yaklasimlari kullanarak yogun bir aragtirmanin konusu
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olmustur (About, Bottero ve ark. 2000, Tziafas, Smith ve ark. 2000, Smith and Lesot
2001). Bu calismalar dis pulpa hiicrelerinin dentinojenik kapasitesi ile ilgili degerli

bilgiler saglamis olsa da, RD mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Bununla birlikte ¢alismamizda RD devamliliginin, degerlendirilen her {i¢ peryot i¢in de
CaOH ve teflon bant gruplarina gore natamisin grubunda anlamli derecede daha olumlu
skorlar sergiledigi tespit edilmistir. Birinci hafta disinda yine natamisinle ayni seviyede
olumlu sonuglar sergileyen nisin grubunun sadece birinci haftada CaOH ve teflon bant
gruplar1 ile anlamli fark sergileyemedigi belirlenmistir. Dordiincii haftada RD
devamliliginin ilk iki haftaya gore tiim gruplarda artis gosterdigi ancak en olumlu
skorlarin yine c¢alisma grubumuzu olusturan antimikrobiyal polipeptitler olan nisin ve

natamisin gruplarinda tespit edildigi goriilmiistiir.

Dogustan bagisikligin bir parcast olup genlerle kodlanan dogal antibiyotikler olarak
adlandirilan nisin ve natamisinin, dis hekimligi klinik rutininde pulpa kaplama ajani
olarak kullanilan CaOH ile, fotomikrografik 6l¢iimler {izerinden karsilagtirildigi bu tez

calismasi limitasyonlari icerisinde asagidaki sonuglara ulagilmistir:

1. Dis organ kiiltiirii yonteminin O&zellikle histolojik calismalar icin belirli
limitasyonlar ¢ercevesinde etkili bir ¢alisma modeli oldugu,

2. Natamisin grubu basta olmak iizere ¢alisma grubumuzu olusturan antibakteriyel
polipeptit gruplarinin infamatuar raeksiyon siddeti konusunda, her ii¢ ¢alisma
peryodunda da pulpa lizerinde en hafif iritan etkiyi ifade edecek sekilde en
diisiik skorlar sergiledikleri,

3. RD devamlilig: kriterlerine gore nisin ve natamisin gruplarinin kontrol gruplari
olan CaOH ve teflon bant gruplarindan daha olumlu sonuglar gosterdikleri
gozlenmistir.

Gelecekte yapilacak materyal ve kok hiicre calismalari i¢in etik problem
olusturmaksizin uygun bir calisma alami saglayacagii diisiindiiglimiiz bu
metotla, diisiik maliyetli caligmalar planlanabilecegi ve olumlu ozellikleri ile
umut vadeden antimikrobiyal polipeptitlerin dis hekimliginde kullanilmalar1 ile

ilgili genis kapsamli prospektif ¢alismalara ihtiyag oldugu degerlendirilmistir.
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