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OZET
Mineral Trioksit Agregat ve Metil Siilfonil Metanin RUNX2 ve
OPG/RANKL Yolaklari ile Pulpa Ekspozuna Bagh Pulpa Hasar1 Uzerindeki
Terapotik Etkileri

Amag: Bu calismanin amaci; Mineral Trioksit Agregat (MTA) ve Metil Stlfonil Metanin
(MSM), ile pulpa ekspozuna bagli pulpa hasari tizerindeki terap6tik etkilerini RUNX2 ve OPG/RANKL
yolaklari ile belirlemektir.

Kapsam: Calisma i¢in 72 adet agirhiklar1 250-300 gram arasinda degisen 4-6 aylik erkek
Sprague Dawley cinsi ratlar kullanildi. Ratlar, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi

Gerec ve Yontem: Ratlar, saglikli calisma grubu, kontrol grubu, MTA grubu ve MSM grubu
olarak 4 gruba ayrildi. Saglikli calisma grubuna higbir islem yapilmadi. Kontrol grubundaki ratlarda sag
ve sol maksiller 1. az1 dislerinin pulpasi ekspoze edildi ve cam iyonomer siman (CIS) ile kapatildi. MTA
ve MSM gruplarinda ise ratlarin maksiller az1 dislerine pulpa ekspozu yapildiktan sonra materyaller
yerlestirildi ve CIS ile kapatildi. Ratlar 2, 4 ve 8. hafta olmak iizere 3 farkli zamanda sakrifiye edildi ve
histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeye alindi. Semi-kantitatif analizler sonucu elde edilen
veriler SPSS 20 (IBM, USA) istatistik program1 kullanilarak Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewness-
Kurtoisis degerleri ve Levene testleri yapilarak degerlendirildi. Parametrik olmayan veriler ortanca-
25% ve %75’1ik ¢eyrekler acikligi seklinde hesaplanarak Kruskal Wallis ve bunu takiben Tamhane T2
test ile degerlendirildi. p degeri <0.05 anlamli olarak segildi.

Bulgular: Yapilan ¢calismamizda kontrol 4. hafta grubunda ve kontrol 2.hafta grubunda benzer
olarak odontoblastlarda nekrozis, pulpada 6dem, polimorfniikleuslu 16kositler (PMNL) ve vaskiiler
konjesyonlar izlendi. Bunun aksine, kontrol 8. hafta grubunda nekrotik odontoblastlarda azalma, dis
pulpasinda 6dematdz alanlarda PMNL ve vaskiiler konjesyonlarda azalma oldugunu saptandi. MTA
tedavi gruplari ve MSM tedavi gruplari arasinda odontoblastlarda gézlemlenen nekrozis, dig pulpasinda
gbzlemlenen 6dem, inflamasyon ve vaskiiler konjesyon bulgulari g6z 6niine alinip histolojik hasar
skoru (HHS) hesaplandiginda, MTA 2. ve 4. hafta gruplarinin benzer oldugu HHS skorlar1 bakimindan
sadece MSM 8. hafta grubunda azalma oldugu izlendi. Odontoblastik aktivitenin RANKL ve Runx2
pozitivitesini artirarak ¢ene kemigi dokusunun kendisini rejenere ettigi gozlemlendi. MTA ve MSM
tedavilerinin ise pulpotomi sonrasi gelisen g¢ene kemigi dokusu hasarmi RANKL ve Runx2
pozitivitesini artirarak sekizinci haftadan dérdiincii haftaya kadar hizlandirdig: saptandi. Bunun yaninda
MSM tedavisinin sekizinci hafta MTA tedavisine kiyasla ¢cene kemigi doku hasarini daha iyi rejenere
ettigi saptandi.

Sonu¢: Caligmanin limitasyonlart dahilinde elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak pulpa
ekspozu sonrasi pulpa kapaklamasinda kullanilan MSM materyalinin pulpa iizerindeki anti-inflamatuar
ozellik ve pulpa hasarindaki rejenerasyon yetenegi agisindan MTA materyaline gore daha basarili
sonuglar gosterdigi elde edildi. Konu ile ilgili daha farkli histopatolojik ve immiinohistokimyasal
analizler ve deney ortamlari ile daha ileri ¢calismalar yapilmasinin daha kapsamli sonuglar doguracagi
ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Dental pulp, Methyl Sulfonyl Methane, Mineral Trioxide Aggregate, RUNX2,
OPG/RANKL
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ABSTRACT
Therapeutic Effects of Mineral Trioxide Aggregate and Methyl Sulfonyl
Methane on RUNX2 and OPG/RANKL pathways and Pulp Damage Due to
Pulp Exposure

Purpose: The aim of this study; To determine the therapeutic effects of Mineral Trioxide
Aggregate (MTA) and Methyl Sulfonyl Methane (MSM) on pulp damage due to pulp exposure by
RUNX2 and OPG/RANKL pathways.

Scope: For the study, 72 male Sprague Dawley rats weighing between 250-300 grams, 4-6
months old, were used. Rats were obtained from Recep Tayyip Erdogan University Medical
Experimental Application and Research Center.

Materials and Methods: The rats immobile with intraperitoneal anesthesia were divided into
4 groups as the healthy study group, control group, MTA group and MSM group. No procedure was
applied to the healthy study group, and the pulp of the right and left maxillary first molars in the control
group was exposed and sealed with glass ionomer cement (CIS). In MTA and MSM groups, after pulp
exposure was performed on the maxillary molars of the rats, appropriate materials were placed and
closed with CIS. Rats were sacrificed at 3 different times, at 2nd, 4th and 8th weeks, and were taken
into histopathological and immunohistochemical examinations. Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewness-
Kurtoisis values and Levene tests were applied to the data obtained as a result of semi-quantitative
analyzes using SPSS 20 (IBM, USA) statistical program, and the conformity of the data to the normal
distribution was evaluated. Non-parametric data will be calculated as median-25% and %75
interquartile range and evaluated with Kruskal Wallis followed by Tamhane T2 test. p value <0.05 was
chosen as significant.

Results: Based on the findings obtained within the limitations of our study, it was found that
MSM material used in pulp capping after pulp exposure showed more successful results than MTA
material in terms of anti-inflammatory properties on the pulp and regeneration ability in jaw bone
damage. It is anticipated that further studies with different histopathological and immunohistochemical
analyzes and experimental environments on the subject will yield more comprehensive results.

Conclusion: Based on the findings obtained within the limitations of our study, it was found
that MSM material used in pulp capping after pulp exposure showed more successful results than MTA
material in terms of anti-inflammatory properties on the pulp and regeneration ability in jaw bone
damage. It is anticipated that further studies with different histopathological and immunohistochemical
analyzes and experimental environments on the subject will yield more comprehensive results.

Keywords: Mineral Trioxide Aggregate, Concentrated Growth Factor, pulpotomy,
inflammatory response
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GIRIS

Vital pulpa, kan dolasimi1 ve sinir innervasyonu ile donatilmaktadir. Bagisiklik
sisteminin hiicresel ve hiimoral bilesenleri kan dolasiminda bulunmaktadir. Pulpa
hasar gordiigiinde, kan dolagimi, bir immiino-enflamatuar yanit olusturarak irritan ile
miicadele etmek ve onu ortadan kaldirmak i¢in immiin bilesenleri derhal yaralanma
bolgesine iletmektedir. Duyusal sinir lifleri ise kan akisini, yara iyilesmesini ve immiin
yanit1 diizenlemektedir (de Almeida Heilborn ve ark., 2011; Maxim ve ark., 2011).
Ayrica, pulpadaki pulpa kok/ progenitor hiicreler, odontoblast benzeri hiicrelere
farklilagarak reperatif (onaric1) dentin {ireterek pulpayr ileri yaralanmalardan
korumaktadir (Bansal ve ark., 2017). Bu nedenle vital pulpa dokusunun miimkiin
oldugunca korunmast, digin uzun dénem prognozu agisindan son derece dnemlidir. Bu
amagla pulpal inflamasyonun geri doniisiimsiiz bir hasar olusturmadan durdurulmasi
ve pulpanin canliligin1 ve fonksiyonunu devam ettirmesini saglamak icin indirekt
pulpa kuafaji, direkt pulpa kuafaji, parsiyel/total pulpotomi gibi vital pulpa tedavileri

uygulanmaktadir.

Direkt pulpa kuafaji, mekanik veya travmatik nedenlerle agilmis pulpa dokusu
tizerine dogrudan bir dental materyal yerlestirerek pulpa ekspozunu o6rtiillemek olarak
tanimlanmaktadir. Bu tedavinin hedefi reperatif dentin olusumunu uyararak agiga
¢ikan pulpay1 ve rezidiiel pulpa dokusunu korumak ve devamliligini saglamaktir. Bu
tedavi prosediirii; travma veya dis preparasyonu nedeniyle a¢iga ¢ikan pulpanin
tedavisinde endikedir (Delikan, 2018). Bu tedavilerin basarisini; dogru pulpal tani,
hastanin tibbi hikayesi ve prosediiriin dogru uygulanmasi gibi bir¢ok faktor

etkilemektedir ve en 6nemli kriterlerden biri uygun materyal kullanimidir.

Kalsiyum hidroksit (KH), vital pulpa tedavisi i¢in uzun zamandir kullanilan bir
materyaldir ve dentin kopriisii olusumunu uyarma kabiliyetine sahiptir. Fibroblastlari
ve enzim sistemlerini uyarmaktan sorumlu olan yiiksek alkali pH iceren KH, digiik
pH asitlerini nétralize ederek antibakteriyel 6zellik gostermekte ve pulpa dokusunun
savunma mekanizmalarin1 ve onarimini desteklemektedir (Aksoy, 2013). Ancak bu

avantajlarmin yaninda, KH’nin dentine zay1f marjinal adaptasyonu ve zamanla rezorbe
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olmasi uzun doénem prognozu i¢in dezavantaj olusturmaktadir (Kaptan & Cukurcu,

2020).

1990’larin ortasinda Mineral Trioksit Agregat (MTA) pulpa kuafaj materyali
olarak piyasa siiriilmiistiir. Bu materyal, sert doku olusumuna hiicreleri bir araya
toplaylp aktive ederek reperatif dentinogenezi tetikler ve bodylece matriks
formasyonuna ve mineralizasyona katkida bulmaktadir. Ayrica, progenitor hiicrelerin
merkezi pulpadan yaralanma bolgesine gogiinii, proliferasyonunu ve odontoblast
benzeri hiicrelere farklilasmasini tesvik etmektedir (M. Parirokh & M. Torabinejad,
2010). Dentin-pulpa kompleksinin yara onarimina aracilik eden sitokinler ve biiyiime
faktorleri ekstraseliiler matrikste toplanmistir ve MTA, bu bliylime faktorlerinin ve
cevreleyen dentin matriksine gomiilii sitokinlerin salimini saglayarak onarici sert doku

olusumunu uyarmaktadir (Cox ve ark., 1982; T. W. Pearson ve ark., 1981) .

Dimetilstilfon (DMSO2) ve Metilsiilfon olarak da bilinen Metilsiilfonilmetan
(MSM), g¢esitli meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve hayvanlarin yapisinda dogal
olarak bulunan organik bir kiikiirt (S?) bilesigidir. Beyaz, kokusuz, hafif ac1 tatta,
kristal yapidaki bu bilesigin %34’{inii element halindeki S? olusturmaktadir.
Metilsiilfonilmetanin etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik ¢calismalar 1980’11
yillarin bagina dayanmaktadir. 1980’11 yillarin bagindan gilinlimiize kadar yapilmis olan
tim bu ¢aligmalar, MSM’nin etki mekanizmasinda antioksidan kimliginin yani sira
farklilasma, proliferasyon ve inflamasyon gibi siireclerdeki roliiniin de 6nemli
fonksiyon gosterdigini ortaya koymustur. Ancak MSM’nin biyolojik yolaklardaki
etkilerinin arastirildig1 bu ¢alismalarin hi¢cbirinde MSM’nin pulpa dokusu iizerindeki
mekanizmalari belirlenmemistir. Bu ¢alismada, MSM ve MTA’nin pulpal
iyilesmedeki roliiniin RUNX2, OPG ve RANKL antikorlari ile tespiti ve pulpa ekspoz
tedavisinde alternatif materyal kullanimi i¢in sonraki caligmalara 1sik tutulmasi

amaclanmustir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Dis Dokular

Gastrointestinal sistemin baslangicinda 6nemli bir yere sahip olan, kron
boliimii ve kok boliimii olmak tizere iki boliimden olusan disler agiz igerisindeki
bolimiinii temsil eden kron boliimiini viicudumuzdaki en mineralize doku olarak
bilinen mine dokusu ortiilmektedir. Yalnizca kron boliimiinde bulunan mine dokusu,
ameloblastlarin  sentezledigi organik matriksin kalsifiye olmasi sonucunda
tiretilmektedir (Boushell & Sturdevant, 2014; Zhou & Zheng, 2008) . Kron
boliimiinde ve kok boliimiinde bulunan, ayrica disin sert dokular igerisinde hacimce
en fazla bolimiinii olusturan dentin dokusu ise odontoblastlarin salgiladig1 kolajence
zengin organik matriksin kalsifikasyona ugramasi ile olusmaktadir. Dentinin asil
vazifesi, pulpal dokuyu korumak ve mine dokusu i¢in ise destek saglamaktir. Sadece
kok boliimiinde yer alan sement ise, dental yapimin bir diger kalsifiye dokusudur ve
mine ile dentinden daha az mineral yapisi igcermektedir (Boushell & Sturdevant, 2014;
Ozgobanoglu & Durutiirk, 2013).

Pulpa dokusu ektomezensim ve noral krest hiicrelerinden olusturulan gevsek bir bag
dokusudur (Ozgobanoglu & Durutiirk, 2013). Pulpa ve dentin yap1
kompozisyonlarinda farkliliklar goriilmesine ragmen birbirleriyle ¢ok yakin
iliskidedirler. Birinde olusan fizyolojik ve patolojik reaksiyonlarin digerini etki altinda
birakmasindan dolay1 bu dokulari birlikte degerlendirmek énemlidir. Bu iki dokunun
dentin-pulpa kompleksi adiyla incelenmeleri daha dogru bir yaklasim bigimidir
(Boushell & Sturdevant, 2014; Goldberg & Lasfargues, 1995; Ozcobanoglu &
Durutiirk, 2013; Pashley & Liewehr, 2006) .



1.1.1. Mine Dokusu

Mine viicudun ektodermal tabakasindan kaynak alan ameloblast hiicreleri
tarafindan olusturulan, canli olmayan, hiicre bulundurmayan bir sert dokudur. Disin
en dis tabakasini olusturur. Mine yar1 saydam (transliisent) renksiz bir dokudur. Mine
icerigi hacimce %88 inorganik, %2 organik ve %10 su ve diger maddelerden olusur.
Minenin inorganik  yapisinin  biiyilk  boliimiinii  hidroksiapatit  kristalleri
olusturmaktadir. Bu hidroksiapatit kristalleri komsu kristallerden mikro diizeyde
bosluklarla ayrilir, bu bosluklar su ve organik yapi ile doludur. Bu yiizden minenin
mikroporlu bir yapiya sahip oldugu diisiiniilebilir. Mine yar1 gegirgen bir dokudur, bu
ozelliginden dolay1 bazi molekiillerin tamaminin veya bir kisminin difiizyon yoluyla

gegisine izin verir (Li & Risnes, 2004).

1.1.2 Dentin Dokusu

Disin biiyiik bir bolimii kolajen esasli, mineralize bir doku olan dentinden
olusmaktadir (Kagayama ve ark., 1999) . Dentinin, hacimce yaklasik olarak % 50’si
hidroksiapatit mineralinden, %30’u 6nemli 6lgiide tip I kolajeni i¢inde bulunduran
organik maddeden olusmaktadir; geriye kalan %20’lik boliim ise plazmaya benzeyen
stvidir. Bu sivi “dentin lenfi” olarak adlandirilmaktadir (Marshall Jr ve ark., 1997).
Dentin dokusu hem siit hem de siirekli disler icin morfoloji ve histolojik yapisi
bakimindan benzer olup, prenatal ve postnatal olmak iizere iki ayri tabakadan
olusmaktadir. Postnatal dentinin prenatal dentine gore daha az yogun ve daha az pdroz
bir yapisinin oldugu belirtilmektedir (Ozgobanoglu & Durutiirk, 2013; Sumikawa ve
ark., 1999).

Primer Dentin

Dis yapisinin gelisimi esnasinda olusturulan dentin tipi olan primer dentinin
oldukga biiyiik kismi dis heniiz siirmeden 6nce olusmaktadir (Pashley & Liewehr,
2006).



Dentin tiibiilleri odontoblast hiicrelerinin primer dentini meydana getirmesinin
ardindan digin siirmesi esnasinda da dentin yapimma devam etmektedir. Dentin
yapimina devam ederken dentinin igerisine uzantilarin1 birakmalar1 sonucunda dentin
tiibiilleri olugsmaktadir. Odontoblastik uzantilarin dentinin tiibiiler yapisinin ig¢inde
bulunmas1 bu dentinin canli bir doku oldugunu géstermektedir (Sumikawa ve ark.,
1999).

Interglobiiler Dentin

Organik matriksin mineralize olmadan kalmasi sonucu mineralize olan
globiillerin birbirleriyle tam olarak birlesemedigi alanlarda goriilmektedir. Bu
birlesememis alanlar interglobiiler dentin olarak adlandirilmaktadir. Interglobiiler
dentinin postnatal dentine ait bir yapisal 6zellik oldugu belirtilmektedir.(Pashley &
Liewehr, 2006)

Predentin

Odontoblast tabakas1 ve mineralize olmus dentinin aralarinda bulunan kisim predentin
olarak adlandirilmaktadir. Predentin tip 1 ve tip 2 primer kolajenden olusmus bir
makromolekiiler yapiya sahiptir. Bu predentin tabakasi, siit dislenmede dislerin kokiin
orta liclisiine dogru azalma egilimi gozlenmektedir. Apikal bolgede ise predentin
gozlenmemektedir (Fox & Heeley, 1980).

Sekonder Dentin

Primer dentinin yapimi tamamlandiktan itibaren yapilmaya baglayan ve
fizyolojik olarak disin canlilig1 devam ettikce yapimina devam edilen dentin sekonder
dentini olusturmaktadir. Sekonder dentinin biiylik bolimii dissal etkenler sonucunda
tiretilmektedir. Fizyolojik bir uyar1 olarak yaglanmanin sonucunda diizenli bir sekilde

pulpal duvarlarda tiibiiler yapida olarak depolanmaktadir. (Morse, 1991)



Tersiyer Dentin

Tersiyer dentin; ¢iiriik, restoratif islemler, kimyasal temas ve travma gibi ¢esitli
uyaranlara cevap olarak lokalize olarak olusan bir savunma dentinidir. Tersiyer dentin;
irregiiler dentin, reaksiyonel, tamir ve irritasyon dentini olarak adlandirilmaktadir.
Pulpa odasinda uyarilan bolgeye bakan i¢ boliimiinde olusmaktadir (Morse, 1991).
Diizenli olmayan bir sekilde tiibiil i¢eren veya igermeyen tarzda, daha az Kkalsifiye
olmus bir bigimde depolanmaktadir. Uyaranlarin siddeti arttikca odontoblast hiicre
fonksiyonlart bozulabilmektedir. Bunun sonucunda daha diizensiz ve daha az hacimde
tamir dentini olusmaktadir. Uyarinin siddetinin ¢ok fazla arttigi durumlarda
odontoblast  hiicreleri  canlihigin1  kaybedebilmekte ve reperatif dentin

olusturamamaktadir (Cox ve ark., 1992).

Dentin Tiibiilleri

Dentin tiibiilleri odontoblastlarin uzantilarinin ¢evresinde sekillenmektedir.
Pulpa dentin sinirindan baglayarak sement ve mine birlesimine uzanmaktadir.
Tiibiillerin sayis1 dentinin farkli bolgelerinde say1 olarak farklilik gostermektedir.
Tiibiilleri sayis1 ve cap1 pulpadan perifer alanlara dogru gidildik¢e azalmaktadir.
Pulpal yiizeye bakan tiibiillerin ¢ap1 yaklasik olarak 3 um iken, dentinin dis yiizeyinde
tibillerin ¢apr1 iki kata kadar azalmaktadir (Garberoglio & Brinnstrom,
1976).Tiibiillerin igerinde odontoblast uzantisi ve dentin lenfi bulunmaktadir. Dentin
lenfi alblimin, immunglobulin G, transferrin, tenascin ve proteoglikan gibi kompleks
proteinleri igeriginde bulundurmaktadir (Demirci ve ark., 2014; Embery ve ark., 2001;
Linde & Goldberg, 1993). Dentin duyarliliginin en 6nemli etkeni tiibiillerin igindeki
lenf sivisimin odontoblastlardan disartya dogru yaptigt ve odontoblastlarin

mekanoreseptor gibi davrandigini gosteren harekettir (Mjor & Ferrari, 2002).



Sirkumpulpal Dentin

Dentinin tiibiil yapisini ¢evreleyen, pulpaya dogru siklasan peritiibiiliiler ve
intratiibiiler dentin tiplerden meydana gelen dentin grubu sirkumpulpal dentin olarak
adlandirilmaktadir (Kinney ve ark., 1996; Pashley, 1989).

1.1.3. Sement

Sement damarsal yap1 i¢cermeyen, dis kokiiniin ¢evresini Orten, mezensimal
kokenli kalsifiye bir doku olarak bilinmektedir. Sementin Sinirsel innervasyonu
bulunmamaktadir. Sement dokusu kok yapisimin dis kisminda yigilma seklinde
birikmekte olup, remodelling ve rezorpsiyon gostermemektedir. Sement hiicreli ve
hiicresiz sement olmak tizere iki sekilde goriilmektedir. Hiicresiz sement kokiin krona
yakin kisimlarinda goriiliirken ayni1 zamanda periodontal lifleri koke baglanmasinda
saglamaktadir. Hiicreli sement ise kokiin u¢ kisimlari kaplar ve digin ortodontik
hareketine izin vererek, iizerine gelen mekanik giicleri tamponlayabilmektedir.
Kalinliklar1 bakimindan incelediginde hiicreli sementin hiicresiz semente oranla daha

kalin oldugu bildirilmistir. Ancak hiicresiz sementin mineralizasyonu daha fazladir.

1.1.4 Pulpa Dokusu

Pulpa; disin merkezinde konumlanmis, c¢evresi dentin ile cevrili bir bag
dokusudur (Pinkham ve ark., 2005). Pulpanin gérevleri arasinda embriyonel donemde
dentin dokusunu iiretmek, disin siirmesi sonrasinda da dentinin vitalitesini hassas bir
uyart mekanizmast olan agr1  mekanizmasi sayesinde korumak yer

almaktadir(Demarco ve ark., 2011).

Pulpa, igerigi ile bir takim gorevlerde rol almaktadir (Pashley, 1996).Bunlar;

Nutritif fonksiyon: Pulpa ve dentin yapisinin beslenmesini igerdigi kapiller ag
ile saglamaktadir.

Defansif Fonksiyon: Odontoblast hiicrelerinin yaralanmasi sonucunda pulpa —

dentin kompleksi savunma olusturmaktadir.



Sinirsel fonksiyon: Nervus Trigemusun dallanmalart pulpanin duyu sinirlerini
olusturmaktadir. Motor sinirleri ise otonom sinir sistemde sempatik kisimdan kaynak
almaktadir.

Formatif fonksiyon: Dis yapisi canli oldugu siire boyunca dentin
olusturabilmektedir. Dentin olusturarak erozyon ve clirik nedeniyle pulpal

perforasyonu 6nleyerek savunma fonksiyonunu desteklemektedir (Pashley, 1996).

Pulpanin tabakalar

Odontoblastik Tabaka: Odontoblast hiicrelerinin govdeleri tarafindan
olusturulmaktadir. Bu hiicrelerin sitoplazmadan ¢ikan uzantilari dentinin tiibiilerine
kadar erismektedir (Garg & Garg, 2010a; Pinkham ve ark., 1999).

Hiicreden Fakir Tabaka: Bu tabaka odontoblastik tabakanin altinda yer
almaktadir. igeriginde kapiller damarlar ve miyelin icermeyen sinir liflerinin birlikte

olusturdugu bir sinir ag1 bulunmaktadir (Garg & Garg, 2010a; Pinkham ve ark., 1999).

Hiicreden Zengin Tabaka: Hiicreden zengin tabakanin igeriginde fibroblast
hiicreleri ve farklilasmamis mezensimal hiicreler bulunmaktadir. Bu mezensimal
hiicreler hasar durumunda prolifere olabilmektedir, farklilasarak odontoblast benzeri
hiicrelere doniismektedir (Garg & Garg, 2010a; Potdar & Jethmalani, 2015).

Santral Pulpa Tabakasi: Pulpanin en i¢ tabakasidir. Bu tabaka pulpa 6zii olarak
da ifade edilmektedir. Santral pulpa tabakasi; biiyilk kan damarlari, sinir lifleri ve
pleksuslar icermektedir. Pulpada bulunan sinir lifleri arasinda proprioseptif sinir lifleri
bulunmamaktadir (Pashley & Liewehr, 2006). Pulpanin sinir liflerinden iki tanesi agr1
iletiminden sorumludur. Bunlar A delta lifleri ve C lifleridir. A delta lifleri miyelin
icermektedir. Miyeline sahip oldugundan dolay1 ani, keskin ve gegici agridan sorumlu
olmaktadir. Miyelin icermeyen C lifleri ise daha yavas sinirsel iletim yaparlar. Kiint
ve siddetli agridan sorumlu tutulmaktadirlar (Garg & Garg, 2010b; Holland &
Torabinejad, 2008).



Pulpanin Histolojik Yapist

Pulpa dokusu; hiicreler, ekstraselliiler matriks, kan damarlari, lenfatikler ve
sinirlerden olusan bir kompleks yapidir. Pulpanin hiicresel yapisini; odontoblast
hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar, dentritik hiicreler, polimorf hiicreli l6kositler,

mast hiicreleri, mezensim hiicreleri olusturmaktadir (Ozgobanoglu & Durutiirk, 2013).

Dentin-pulpa  kompleksinde bulunan en Onemli hiicrelerden  biri
odontoblastlardir. Ciinkii hem disin gelisimde hem devaminda siliregelen dentin
formasyonundan sorumlu olmaktadir. Pulpanin en dis bélgelerinde bulunmaktadir.
Prendentinden gevsek bag dokusu yapisindaki pulpayr ayirmaktadir. Koronal pulpaya
dogru uzun ve silindirik bir sekil alan bu hiicreler 6zellikle pulpa boynuzlarinda ¢ok
sayida olmalarindan dolay1 yalanci ¢ok katli bir goriiniim almaktadir. Odontoblastlarin
uzunluklar1 birbirlerinden farkli uzunluklarda olup cekirdekleri de farkli seviyede
bulunmaktadir. Olgunlagsmis kron pulpasinda genellikle daha silindirik bir sekilde
bulunmaktadir. Kok pulpasinda daha az tiibiil yapisi bulunmaktadir. Bu nedenle
odontoblast hiicreleri daha genis alanlara yayilmakta ve apikal foramene dogru giderek

yassilagmaktadir (Marion ve ark., 1991).

Hiicrelerin arasinda yaklasik olarak 30 ile 40 um kadar kiiciik bosluklar ve
komsulugundaki odontoblast hiicreleri ile baglantiyr saglayan oOzellesmis yapilar
bulunmaktadir. Bunlar desmozomlar, gegirgen (gap junction) ve siki baglantilardir
(tight junction) (Bishop & Yoshida, 1992). Bu hiicreler arasi baglantilarin primer

dentinin olusumu sirasinda arttigi gézlenmektedir.

Konneksin proteinleri tarafindan gegirgen baglantilar olusturulmaktadir. Bu
baglantilar hiicreden hiicreye kii¢iik molekiillerin tasinmasina izin vermektedir. Bu
molekiillerin, odontoblastlar1 aktive ederek yeni matriks salgilanmasini ve
mineralizasyonu sagladiklar diisiiniilmektedir. Bu baglantilarin primer dentin tiretimi

esnasinda arttigi gozlenmektedir. Siki baglantilarin ise siklikla odontoblast



hiicrelerinin apikal bolgesinde yer aldig1 gériilmektedir. Interselliiler alandan herhangi

bir moliikiil veya sivinin gegisini engellemektedir (Pashley & Liewehr, 2006).

Ayrica disin reperatif yetenegi, ylizeysel ¢iiriik lezyonlarinin odontoblastik
hiicreleri salgilama etkinligini arttiracak bicimde stimiile edilmesi olarak
belirtilmektedir (Smith ve ark., 2008). Sayet uygun ortam olusursa odontoblast
hiicreleri primer ve sekonder dentine nazaran daha az mineralize olmus reaksiyoner
tersiyer dentini olusturmaktadir (Nakashima & Akamine, 2005). Olusturulmus olan bu

yeni dentin pulpay1 bakterilere ve onlarin {irtinlerine kars1 korumaktadir.

Pulpanin yapisinda en ¢ok sayida bulunan hiicre fibroblastlardir. Fibroblastlar
jelatin yapisinda bulunan hiicrelerarasi matriksin yapimindan sorumlu tutulmaktadir.
Bu hiicreler tip I ve tip III kollajenin disinda proteoglikanlari, fibronektinleri ve GAG
(glikozaminglikanlar1) sentezlemektedir.  Fibroblastlar matriks proteinlerinin
tretiminin disinda pulpadaki kollajen yikimindan da sorumludur. Saglikli geng
Fibroblastlarin odontoblast hiicrelerine farklilagabilmesi sebebiyle pulpanin
vitalitesini sagladigi kabul edilmektedir. Ayrica pulpadaki kollajen liflerin sayica
artisinin  fibroblast sayisindaki azalmayla beraber paralel oldugu goriilmektedir.
Fibroblastlarin pulpada boylu boyunca yayildigi ve ozellikle subodontoblastik
tabakanin altindaki hiicreden zengin tabakada bulunduklari goriilmektedir (Pashley,
1996).

Monosit ve lenfositlerden farklilasarak kan dolasimi ile pulpaya katilan
makrofajlar, dokulara girip histiyositlere doniisiim gostermektedir. Kan sirkiilasyonu
ile monosit ve lenfositlerden farklilagarak pulpanin yapisina katilmaktadir (Greeley,
1981).Genellikle kan damarlarinin ¢evresinde bulunmaktadir. Makrofaj hiicreleri aktif
olarak fagositoz ve endositoz yapmaktadir. Aktif olarak fagositoz yapan makrofajlarin
fagosite ettiklerinin parcalanmasi lizozomal enzimler tarafin yapilmaktadir (Pashley,
1996). Fagositoz yapmayan makrofajlar ise antijenleri tanmimakta ve aldiklar
antijenleri lenfositlerin bir alt kiimesi olan T hiicrelerine sunarak savunma sisteminde

gorev almaktadir (OKiji ve ark., 1992; Pashley, 1996).
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Dendritik hiicreler antijen sunan hiicreler olarak da adlandirilmaktadirlar.
Immiin sistemin yardimer hiicreleridir (Pashley, 1996). Cogunlukla lenfoid dokularda
bulunurlar ancak viicutta genis bir yayilim gostererek pulpa dahil olmak {izere tiim bag
dokularina dagilmistir. Dentritik hiicreler sitoplazmik uzantilara ve antijen tasiyici bir
kompleks olan MHC smif 2 molekiillerine sahiptir. Bu hiicrelerin bir kism1 pulpada
odontoblast takasina yakin olarak bulunmaktadir ve sitoplazmik uzantilarini dentin
tiibiillerinin igerisine kadar uzatmaktadir. Diger bir kismi ise pulpanin orta
kisimlarinda konumlanmustir. Sayilar1 pulpal inflamasyon sirasinda artmaktadir (Mj6r
ve ark., 2001). Bu hiicrelerin lenfositlerin bir alt kiimesi olan T hiicrelerini indiikte

ettigi bilinmektedir (Pashley, 1996).

Lenfositler, saglikli bir pulpanin, immiin cevabi baslatmasi i¢in gerekli olan
makrofaj ve dendritik hiicrelerin yani sira hiicresel immiinite bakimindan T-
lenfositlere sahip olmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Jontell ve ark., 1998; Sakurai
ve ark., 1999). B-lenfositler az sayida goriiliirken, polimorfoniikleer 16kositler ise

ender olarak saglikli pulpada goriilmektedir (Mjor ve ark., 2001; Rapp ve ark., 1977).

Mast hiicreleri bag dokuda bilhassa kan damarlari ile iligki i¢inde bulunarak
kiigiik kiimeler seklinde bulunmaktadir. Kronik inflamasyonlu pulpa dokusunda sik¢a
bulunurken, saglikli pulpada seyrek olarak goriilmektedir (Sakurai ve ark., 1999).
Inflamasyonda énemli rolleri bulunmaktadir. Inflamatuar cevapta bilyiik énem arz
eden bu hiicrelerin graniilleri heparin ve histamin gibi farkli inflamatuar mediyatorler

icermektedir (Pashley, 1996).

Diferansiye olmamis mezensimal hiicreler, 151k mikroskobu altinda yildiz
seklindeki hiicrelerdir. Fibroblastlardan bu hiicreleri mikroskop altinda ayirmak
oldukga giictiir. Farklilasma kapasiteleri ile ihtiya¢ halinde odontoblastlara,
fibroblastlara, makrofajlara ve osteoklastlara farklilagsabilmektedir. Pulpa yaslandik¢a
bu hiicreleri sayis1 azalmaktadir. Buna bagli olarak pulpanin rejenerasyon
kapasitesinin de azaldig1 ongoriilmektedir (d'Souza ve ark., 1995; Ozgobanoglu &
Durutiirk, 2013).
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1.2 KoKk hiicreler

Kok hiicreler kendilerini boliinerek yenileyebilen, indeferansiye hiicrelerdir.
Kaynak aldig1 dokularin 6zellesmis hiicre tiplerine dontiserek onciisiine benzemeyen
farkli tipte hiicreler olusturmaktadir (Verfaillie ve ark., 2002). Viicudumuzda bulun
tiim hiicrelere doniisebilecek kapasitede olan ilk embriyonel hiicreye totipotent hiicre
denmektedir. Totipotent hiicreler sinirsiz farklilagsma 6zelligine sahiptir (Peng ve ark.,
2009). Dollenmenin yaklasik 5. Giiniinde totipotent hiicreler iginde bosluklar1 bulunan
blastosist adi verilen hiicre topluluklarina doniistiirmektedir. Blastosistin i¢
tabakasinda bulunan bu hiicreler (embriyoblastlar), endoderm, ektoderm ve
mezodermden koken alan 250 farkli hiicre tipine doniisebilmektedir. Bu farklilasma
potansiyeline sahip hiicrelere pluripotent hiicre denmektedir. Fetal gelisim ilerledikce
hiicreler bir miktar daha 6zellesmektedir. Eriskin kok hiicrelere doniismektedir. Bu
hiicreler bulunduklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Bir miktar daha 6zellesmis

halde bulunan bu hiicrelere mutlipotent hiicre denmektedir (Herzog ve ark., 2003).

1.2.1 Dental pulpa kok hiicreleri

Dental pulpa kok hiicreleri (DPSCs), ilk kez Gronthos ve arkadaslari tarafindan
heniiz 21.yiizyilin baslarinda insan dental pulpasindan izole edilebilmistir (Peng ve
ark., 2009; Volponi ve ark., 2010) . Bu hiicreler ¢esitli hiicre markerlar1 eksprese
etmektedir. Bu markerlar STRO-1, CD146 ve 3G5 olarak belirtilmektedir. DPSCs
dogru kosullar altinda adiposit, osteoblast, kondroblast, noron, diiz kas hiicresi, iskelet
kas1 hiicresi ve odontoblast benzeri hiicrelere farklilasabilen yliksek klonojenik
potansiyele sahip hiicrelerdir (Pilbauerova & Suchanek, 2018; Volponi ve ark., 2010).
In vivo bir calismada DPSCs immun sitemleri baskilanan farelerin deri altina
hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat (HA/TCP) birlesiminden olusan bir yap1 iskelesiyle
enjekte edildiginde, odontoblastlara doniiserek dentin/pulpa benzeri bir yapiy1
olusturduklart gosterilmektedir (Gronthos ve ark., 2002).
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1.2.2 Periodontal Ligament Kok Hiicreleri

Periodontal ligament cesitli hiicre tiplerini igeren, kemik ve disle olan
baglantis1 degerlendirildiginde tekrardan yapilmasi oldukg¢a zor olan bir yap1 olarak
belirtilmektedir (Gronthos ve ark., 2002). Bir gen olan STRO-1 (+) hiicreler
periodontal ligamentte bulunmaktadir. Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSCs)
laboratuvar ~ ortaminda  adipojenik, osteojenik ve  kondrojenik  fenotip
kazanabilmektedir (Aydin & Sahin, 2019; Volponi ve ark., 2010).

1.2.3 Dental Apikal Papilla Kok Hiicreleri

Diger eriskin doku kaynaklar ile kiyaslandiginda Dental apikal papilla kok
hiicrelerinin (SCAPS), insan 3. molar disinden kolayca elde edilebilen hiicreler oldugu
goriilmektedir. Insan kék hiicre calismalarinda alternatif bir hiicre grubu olmaktadir.
Dental apikal papilla kok hiicreleri osteojenik, odontojenik, ndrojenik, adipojenik,
kondrojenik ve hepatojenik hiicre ¢esitlerine doniisebilme yetenegine sahiptir. Dental
apikal papilla kok hiicreleri yiiksek boliinme kapasitesine sahiptir ve dislerin
gelisiminde PDLSCs’den ¢ok daha etkilidir. Dental apikal papilla kok hiicreleri dentin
dokusunun rejenerasyonunda DPSCs’a gore daha fazla bir kapasiteye sahiptir.

Ciinkii dental papilla hiicreleri, olgun pulpa ile kiyaslandiginda daha ¢ok miktarda
erigkin kok hiicreye sahiptir (Volponi ve ark., 2010; Zhai ve ark., 2019).

1.2.4 Dental Follikiil Prekiirsor Hiicreleri

Insanlarda 20 yas disinin dental folikiillerinden elde edilebilen dental folikiil
prekiirsor hiicreleri (DFPCs) laboratuvar ortaminda osteoblast benzeri hiicrelere
dontisebilmektedir. DFPCs de farklilagsabilme kapasitesine sahip olmakla birlikte
mineralize alanlar olusturabilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin protein markeri
icin bir gen olan STRO-1 eksprese eder. DFPCs sementoblastlar, kondrositler ve
adipositler olusturabilecek progenitdr hiicrelere sahiptir (Volponi ve ark., 2010; Zhai
ve ark., 2019).
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1.2.5. Siit Dislerinde Bulunan K6k Hiicreler

Keser dislerin pulpa dokusundan siit diglerinde bulunan kok hiicreler (SHED)
elde edilebilmektedir. Bu hiicrelerin yiiksek farklilasabilme kapasitesine sahip
olduklart  bilinmektedir. SHED noéronlara, adipositlere, osteoblastlara ve
odontoblastlara farklilasabilmektedir. [laveten bu hiicreler dentin ve kemik olusumunu
saglamaktadir (Volponi ve ark., 2010). Siit dislerinde bulunan kok hiicreler daimi
dislerden alinan kok hiicrelere kiyasla daha yiiksek boliinme oranina sahiptir ve in vitro

olarak ¢ogaltilmalar1 daha pratik olmaktadir (Peng ve ark., 2009).

1.2.6. Gingivada Bulunan K6k Hiicreler

Gingivanin mezensimal kokenli kok hiicreleri hem mezenkimal kok hiicre
markirlarint hem de ekstraselliller matriks proteinlerini sentezlemektedirler. Zhang
tarafindan izole edilen bu kok hiicrelerin kendilerini yenileyebildigi ve
farklilasabildigi belirtilmektedir (Zavan & Bressan, 2016). Viicudumuzda bulunan
lenfositlerin boliinmesini baskilamasi, inflamasyonda gérevli olan bir sitokin olan Inf-
gama (Inf-y)’a yanit olarak immiin sistemi baskilayan faktorlerin ekspresyonunu
aktive etmektedir (Zhang ve ark., 2009). Ayrica bu hiicrelerin adiposit, kondrosit ve
osteoblastlara donisebildikleri yapilan aragtirmalarca gosterilmektedir (Zavan &
Bressan, 2016).

1.3. Pulpanin Cevap Mekanizmasi

Pulpanin farkli degiskenlere verdigi yanitlarin degerlendirilmesi iizerine
yapilan ¢aligmalarda pulpa—dentin kompleksinde meydana gelen olaylarin
arastirtlmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Y1ldirim & Alagam, 2007).Bu konuda yapilan
arastirmalarin biiylik cogunlugunda biiyiime ve morfogenetik faktorlerden sentezlenen
biyolojik markirlarin dentin yapimini baslattig belirtilmektedir (Lianjia ve ark., 1993;
Smith, 2002). Dislerin olusumu ve gelisimi safhalarinda erken donemdeki
morfogenetik dizinin disinda dentin olusumunda gorevli olan hiicrelerin

farklilasmasinin da ge¢ donem olaylarda gorevli oldugu gosterilmektedir (Cobourne

14



& Sharpe, 2003; Zeichner-David ve ark., 1995). Dislerin gelisiminin
histodiferansiasyon doneminde dental papillanin dig tarafinda bulunan hiicreleri i¢
mine epiteliyle birlikte bazal membran tarafindan odontobolast hiicrelerine
farklilagsmasi i¢in uyarilmaktadir. Bu asamadaki farklilasmada Transforme Edici
Biiyiime Faktorii (TGF) ailesi olmak iizere bliytime faktorlerinin yani sira osteokalsin,
osteonektin, kemik sialoprotein (BSP), dentin sialoprotein (DSP), matriks
metalloproteinaz (MPP), katepsin molekiillerinin gorev aldig1 diisiiniilmektedir
(Begue-Kirn ve ark., 2004; Zeichner-David ve ark., 1995).0dontoblast benzeri
hiicrelerin dentin kopriisii yapmak iizere olusmasinda da benzeri bir siire¢ lazim
oldugu i¢in tamir mekanizmasinda da uyaran molekiillerin bulunmasi son derece
beklendik karsilanmaktadir (Begue-Kirn ve ark., 2004; Roberts-Clark & Smith,
2000).

Biiylime faktorlerinin dentinden dokuda hasarin meydana gelmesinin ardindan
vel/veya dental restoratif islemlerin sonucu olarak salgilandigi bildirilmektedir.
Ornegin; dise bir pulpa kuafaj materyali olan KH uygulandiginda dentin kdpriisiiniin
baslangicina katki saglamasi i¢cin TGF-B1 biiylime faktoriiniin dentin dokusundan
salindig1 belirtilmektedir (Demirci ve ark., 2014). Tersiyer dentinin salgilanmasinda
bu belirtilenlerin reaksiyoner ve reperatif tersiyer dentin olusumu siirecinde biyolojik
olaylarin uyarilarindan sorumlu oldugu belirtilmektedir (Smith, 2003). Kemik
Morfogenetik Protein, TGF ailesine ait olan bir proteindir. Dislerin gelisimi sirasinda
ve yaralanmanin ardindan dokunun tamirinde gorev almaktadir (Nakashima, 1990;
Rutherford ve ark., 1993). Reperatif dentin ve osteodentinin iiretiminin BMP-2, BMP-
4 ve BMP-7 tarafindan aktive edildigi cesitli calismalarda bildirilmektedir.
Laboratuvar ortaminda alinan dis kesitlerine TGF-1 ve BMP-7 molekiillerini direkt
veya yerlestirilen bir dentin bariyeri araligiyla uygulandiginda reaksiyoner dentin
olusumunu uyardigi gosterilmektedir. Ayrica bazi1 ¢alismalarda TGF, BMP ve IGF
molekiillerinin odontoblast benzeri hiicrelere farklilagsmay1 aktive ettigi de

belirtilmektedir (Melin ve ark., 2000; Sloan ve ark., 2000; Sloan & Smith, 1999).
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1.3.1. Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx2)

Osteoblast hiicrelerinin farklilasmasi i¢in PDL fibroblastlarinin degerli bir
transkripsiyon faktorii olan Runx2’yi sentezledigi belirtilmektedir (Basdra &
Komposch, 1997; Carnes ve ark., 1997). Osteoklast hiicreleri kemik rezorpsiyonunda
gorev yapmaktadir. PDL fibroblastlarinin osteklastik perkiisor hiicreler i¢in gerekli
sinyalleri ileterek Niiklear Faktor-Kappa B Ligand Reseptor Aktivator (RANKL) ve
osteoprotegerin (OPG) iirettigi belirtilmektedir (Hasegawa ve ark., 2002; Joe ve ark.,
2001).

Runx2 geni erken donemde osteoblastik hiicrelerin farklilagmasinda gorev
almaktadir. Ayrica kemik morfogenezinde, dental yapinin gelisiminde, kikirdak ve
damar yapilanmasinda fonksiyonu oldugu bildirilmektedir. Pluripotent mezensim
hiicrelerinden koken almakta olan bir transkripsiyon faktoriidiir (Komori ve ark.,
1997). insan DNA’smin spesifik alanlarina baglanmakta bdylece kikirdak gelisimini
kontrol altinda tutan diger genlerle etkilesime gegmektedir (Komori, 2006). Runx2
geni pluripotent mezensimal hiicreleri etkileyerek bu hiicreleri matiir olmayan
osteoblastlara doniistiirmektedir. Immatiir osteoblastlarin matiir osteoblastlara
doniisiirken osteopontin  (Sppl) olan yapisin1 osteokalsin (Bglap) yapisina
dontstiirttigii belirtilmistir. Matiir osteoblast hiicreleri kemik matriksinin igerinde

kalmakta ve gelecekte osteositlere doniismektedir.
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Insanda kemik dokusunun olusum siirecinde Runx2 osteoblastlarin hiicre
sayisini arttirirken bu hiicrelerin maturasyonunu durdurmaktadir (Komori ve ark.,
1997). Diglerin olusum mekanizmasinda bulunan Runx2  osteoblast, osteosit,
kondrosit, odontoblast, dental folikiil hiicreleri, sementoblast ve PDL tarafindan da

olusturulmaktadir (Bronckers ve ark., 2001).

1.3.2. Niikleer Faktor-Kappa B Ligand Reseptor Aktivatorii (RANKL)

RANKL, bir diger adiyla “osteoklast farklilagma faktori”, 13914
kromozomunda yer alan TNF grubunun (TNF siiper aile tiyesi 11, TNFSF11) tiyesi
olan 317 amino asitlik bir tip 2 transmembran proteindir. RANKL; baz1 kaynaklarda
TNF ile iliskili aktivasyonla indiiklenen sitokin (TRANCE) olarak da
adlandirilmaktadir. RANKL’1n bilinen 3 izoformu multimerize olabilmektedir.
Bunlardan RANKL-1 hiicrenin iginde, hiicre zarinin 6tesinde ve hiicre dis1 bolgede
bulunmaktadir. RANKL-2’nin hiicre i¢i alan1 nispeten daha kii¢tliktiir. Coziinmiis bir
ligand oldugu disiiniilmekte olan RANKL-3’lin ise hiicre dis1 alam1 oldugu
belirtilmektedir. Bu RANKL tipleri osteoklast olusmasinin diizenlenmesinde farkli
rollere ve yeteneklere sahip oldugu distiniilmektedir. RANKL-1’in baskin

17



indiikleyici, RANKL-3"tin ise potansiyel bir inhibitér oldugu belirtilmektedir
(Belibasakis & Bostanci, 2012; Elango ve ark., 2021).

RANKL’1n ylizeyinde bulunan ozellesmis reseptoriine faktor- Kappa B
aktivator reseptorii (RANK) adi verilmektedir. RANK osteoklast hiicrelerinde
bulunmaktadir. RANKL osteoklast ylizeyinde reseptore baglandiginda hiicrede
transkripsiyon faktorleri aktive edilmektedir (Boyle ve ark., 2003). Bu aktivasyon
tuzak reseptorii olan OPG tarafindan bloke edilebilmektedir. OPG de RANKL gibi
TNF reseptor grubunun bir tiyesidir, yapica RANKL’a benzemektedir. Temel olarak
kemik iligi hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. OPG ortamda RANKL ile
baglanirsa RANK ile baglantinin olugsmamasini saglamakta, osteoklastogenezisi
inhibe etmektedir. RANKL ve OPG’nin ratlarin pulpa ve odontoblast hiicrelerinde,
insanlarin ise pulpa hiicrelerinde, odontoblastlarda ve dental folikiil hiicrelerinde
bulundugu bildirilmektedir (Hasegawa ve ark., 2002; Rani & MacDougall, 2000;
Sakata ve ark., 1999).
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1.4. Vital Pulpa Tedavisi

Insanlarda en sik gézlemlenen dis hastaliklarinin basinda gelen dis ¢iiriiklerinin
tedavi siirecinde ¢lirik ve enfekte dis yapisinin kaldirilmasi ve uygun bir
restorasyonun yapilmasi yer almaktadir (Unliier ve ark., 2007). Ciiriik dokusu
uzaklastirildiginda mevcut dentin tabakasi ile pulpa boynuzlari arasindaki mesafe
uygulanacak tedavinin seklini belirlemektedir. Bu iki doku arasindaki mesafeye efektif
dentin kalinlig1 denmektedir. Kavitede kalan dentinin miktar1 ve kalinlig1 odontoblast
hiicrelerinin tersiyer dentin salgilamasiyla iligkili oldugu bildirilmektedir (Murray ve
ark., 2002). Dentin ¢iiriigii efektif dentin kalinligina gore siniflandiriimaktadir. Efektif
dentin 1mm’den ¢ok ise dentin ¢iiriigli, ]| mm ve daha az miktarda ise derin dentin
clirigii denmektedir. Derin dentin ¢iirtigiinde yapilan tedavisi kuafaj adin1 almaktadir.
Derin dentin ¢iiriiklii digin canliliini, biyolojik ve fonksiyonel aktivitesinin devamini
saglamak amaciyla kuafaj tedavisi uygulanmaktadir (Schroder, 1985). Bu girigim
sirasinda ve sonrasinda dentin ile restorasyon malzemesi arasina bir veya birden ¢ok
tabaka halinde materyaller uygulanmaktadir. Bu materyaller mikro sizintinin
onlenmesi ve pulpanin korunmasi amaciyla yerlestirilmektedir (Modena ve ark.,
2009).

Dis hekimliginde kuafaj tedavisi ilk kez perfore olmus vital pulpanin {izerine
bir miktar altin parcasi koyularak 1756’da Phillip Pfaff tarafindan uygulanmistir. Bu
uygulamadan yaklasik 100 yil sonra perfore olmus pulpanin tedavisinde KH iceren
materyaller kullanilmistir. Hermann 1930 senesinde KH’yi kuafaj tedavisinde
kullanip, yayimladiktan sonra kullanimi o6nem kazanmistir. Yeni gelistirilen
materyallerin kuafaj tedavisinde karsilastirilmasi ve degerlendirilmesi i¢in KH altin

standart olarak bildirilmistir (Cohen & Combe, 1994).

1.4.1. Kuafaj Cesitleri

Kuafaj ¢esitleri kalan dentin miktarina bagl olarak direkt ve indirekt kuafaj

olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
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1.4.1.1. indirekt Kuafaj

Ciirtik dentinin uzaklastirilmasinin ardindan geriye kalan dentin miktarinin 1
mm veya daha fazla oldugu ve pulpanin perfore olmadigi olgularda uygulanan bir
tedavidir. Ciiriik dentin uzaklastirildiktan sonra yilizeyin pulpaya komsu kismi
biyouyumlu bir restoratif materyal ile ortiilmektedir. Dig dokusundan ciiriik dokunun
uzaklastirilmasindan sonra geriye kalan bakterilerin, uygulanan restoratif tedavi
sonras1 canliliklarin1 kaybettikleri diisiiniilmektedir. Pulpanin yiizeyinin {iistiinde
dentin tabakasma KH, rezin modifiye cam iyonomer (RMCIS), MTA gibi materyaller
uygulanmaktadir (Cohen & Combe, 1994; Gruythuysen ve ark., 2010; Kotsanos &
Arizos, 2011; Petrou ve ark., 2014). Daimi dislerde bu tedavinin basar1 oraninin
yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Nirschl & Avery, 1983; Petrou ve ark., 2014). Siit
dislerine yapilan indirekt pulpa kuafaji tedavisinin klinik basar1 oraninin ise %90’
tizerinde bildirilmektedir (Al-Zayer ve ark., 2003; Vij ve ark., 2004).

1.4.1.2. Stepwise Teknigi

Kademeli ¢iirlik kaldirma tedavisi olarak da adlandirilan bu tedavi teknigi iki
asamadan olugsmaktadir. Ilk asamada derin dentin ciiriigii temizlenir ve kavite
tabaninda 1 mm kalinliginda rezidiiel ¢iirtik dentin birakilmaktadir. Bu ¢iiriik
tabakasinin iizerine 1 mm kalinliginda, KH, ¢inko oksit ojenol (ZOE) gibi pulpa
kapaklama materyalleri uygulandiktan sonra kavite gecici restorasyon ile restore
edilmektedir. Tlk randevuda islemler yapildiktan 4-6 hafta, 6 ay veya 1 yil sonra hasta
tekrar randevularina ¢agirilmaktadir (Bjerndal & Thylstrup, 1998; Eidelman, 1965;
Law & Lewis, 1961; Magnusson, 1977). Gegici dolgu kaldirilmakta, son giiriik
temizleme islemleri yapilmaktadir. Ardindan derin dentin ylizeyine yeniden KH
uygulanmakta ve daimi restorasyon ile tedavi tamamlanmaktadir. Kademeli ¢iiriikk
kaldirma tedavisi ile geleneksel ¢iiriik temizleme tedavisi ile karsilagtirildiginda pulpal
perforasyon oraninin %40’tan %17.5’lere distigi belirtilmistir (Leksell ve ark.,
1996).
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1.4.1.3. Direkt Pulpa Kuafaji

Direkt pulpa kuafaj1 dentin kdpriisiiniin olusumunu indiikleyen bir pulpa kuafaj
materyalinin semptomatik olmayan pulpa dokusunun tizerine yerlestirildigi bir tedavi
olarak tanimlanmaktadir. Bu tedavide amag tersiyer dentin dokusunun olusumunu
saglamak ve pulpanin vitalitesini koruyarak, iyilesmesini saglamaktir (Horsted-
Bindslev & Mijor, 1988). Giincel kilavuzlar; eksfoliye olmaya yakin siit dislerinin
kavitelerinde direkt pulpa kuafajinin ‘toplu igne ucu boyutunda’perforasyon meydana
gelen saglikli pulpa dokusunda uygulanabilecegini bildirmektedir (Rodd ve ark.,
2006). Fakat yapilan son g¢alismalarin umut veren sonuglart bu algiy1 degistirebilir
niteliktedir (Haghgoo & Ahmadvand, 2016). Direkt pulpa kuafaji tedavisinin
basarisina etki eden faktorler; hastanin sistemik durumu ve yasi, pulpanin durumu ve
ekspoze alaninin biiyikligli, bakteri kontaminasyonu, mikro sizinti, kullanilan

restoratif materyal ve iatrojenik faktorler olarak 6zetlenebilmektedir (MK, 2006).

Direkt pulpa kuafaji tedavisinde basari operasyon oncesi ve sonrasi bir¢ok
kriterde baghdir. Hastadan alinan anemnezde edinilen bilgiler tedavinin endikasyonu
acisindan 6nemlidir. Kuafaj yapilacak diste devamli agr1 olmamali, ayr1 uyarana bagh
baslayip, kisa siirede gegmelidir (Petrou ve ark., 2014). Direkt pulpa kuafaji yapilacak
dis klinik agidan degerlendirildiginde canlilik testlerine normal cevap vermeli,
hastanin perkiisyonda agris1 olmamalidir. Radyolojik acidan degerlendirildiginde

apikal bir lezyon bulunmamali, pulpa ve kok kanallar1 normal bir sekilde izlenmelidir.

Girisimsel tedavi Oncesi en onemli faktorlerden biri dis pulpasinin saglik
durumudur. Pulpanin sagligi klinisyenlerce hastadan alinan anemnez, sicak-soguk
testi, vitalite testi ve perkiisyon testi gibi testler ile degerlendirilmektedir. Fakat tim
bu testler pulpanin sagligin1 tam olarak belirlemede yetersiz kalmaktadir. Pulpal
patolojinin degerlendirilmesinde altin standardin histolojik inceleme oldugu

bildirilmektedir (Hilton, 2009).

Kuafajin basarisini etkileyen faktorlerden biri de pulpanin lizerinde kalan

dentin dokusunun varlig1 veya kalinligi olarak bildirilmektedir (Ricketts, 2001). Ciiriik
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dentin uzaklastirildiktan sonra kalan dentinin kalinlig1 arttik¢a dentin tiibiillerinin
caplar1 ve sayis1 azalmakta, dentinde daha az gegirgenlige neden olmaktadir (Zorba &
Y1ldiz). Pulpada eger perforasyon varsa olusan hemorajinin kolayca durdurulabiliyor
olmas1 gerekmektedir. Pulpa ekspozundan sonra olusan hemorajiyi durdurmak igin
serum fizyolojik, sodyum hipoklorit, Kklorheksidin ve hidrojen peroksit gibi
medikamanlar uygulanabilmektedir (Costa ve ark., 2001; Lu ve ark., 2008). Bu
medikamanlarin sitotoksisitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada KH’nin en iyi
biyouyumluluk gosterdigi bildirilmektedir. Sodyum hipokloritin pulpa hiicrelerinde
inflamatuar cevabi tetikledigi gosterilse de antibakteriyel ve antikoagiilan 6zelligi gibi

onemli avantajlar1 bulunmaktadir (Hilton, 2009).

1.4.2. ideal Bir Kuafaj Materyalinde Bulunmasi Gereken Ozellikler

e Kullanilacak restorasyon materyali dis dokularinin canliligini korumali
ve dokularla biyouyumlu olmalidir (Endodontology, 2006; Poggio ve
ark., 2015).

e Pulpaya bakterileri ve toksinlerinin gegisini azaltmak amaciyla mikro
sizintiy1 6nlemelidir (Parthasarathy ve ark., 2016).

e Pulpa dokusunu sicak ve soguk etkenlere karsi korumalidir(Foreman &
Barnes, 1990; Stanley & Pameijer, 1997).

e Antibakteriyel etki saglamalidir (Koruyucu ve ark., 2015).

e Alkali bir ph’ya sahip olarak odontoblast hiicrelerinin
mineralizasyonunu arttirmalidir (Kimura ve ark., 2016).

e Tamir dentini yapimini aktive etmelidir (J. Kim ve ark., 2016).

1.4.3. Pulpa kuafajinda kullanilan restoratif materyaller
Dis hekimliginde kuafaj tedavisinde bugiine kadar KH, adeziv materyaller,

biiyiime faktorleri, CIS, biodentin, MTA, TheraCal Lc gibi farkli restoratif materyaller

kullanmustir.
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1.4.3.1. Kalsiyum Hidroksit (KH)

1920 yilinda, Hermann tarafindan dis hekimliginin kullanimina sunulan KH
uzun yillar kuafaj tedavisinde altin standart olarak kabul edilmistir. Ayrict
antibakteriyel 0zelligi bulunmasi ve alkalen ph’si ile mineralizasyonu uyarmasi
sebebiyle yillardir siklikla tercih edilmektedir (Baume & Holz, 1981; Modena ve ark.,
2009).

Klinikte birgok tedavide kullanim endikasyonuna sahip olan KH pulpa kuafaji,
apeksogenezis-apeksifikasyon tedavileri, kok rezorpsiyonlarmin ve kok kiriklarinin

onarilamasi gibi tedavilerde kullanilmaktadir (Farhad & Mohammadi, 2005).

Pulpa kapaklama prosediiriinde kullanilmak iizere bir¢ok biyouyumlu materyal
gelistirilmesine ragmen Ca(OH)2 halen bu yeni iiretilen iiriinlerin karsilastirilmasi ve
basarilarinin degerlendirilmesi i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir (Goldberg
ve ark., 2008). KH’nin pulpa tedavilerinde dentinin tamir mekanizmasini
etkinlestirmesinden dolay1 basarili bir materyal oldugu bilinmektedir (Fernandes ve
ark., 2013). KH’nin dentin tamir mekanizmasini baglattigi one siiriilen birkag
mekanizma vardir. KH ¢oziindiigiinde Ca*? ve hidroksil (OH") iyonlarina ayrisabilen
yaklasik 12,5 pH’ya sahip bazik ve alkalen bir materyaldir (Siqueira Jr & Lopes,
1999). KH’nin pulpada tamiri ve sert doku olusumunu sagladigi belirtilmektedir.
Fizyolojik olarak pH’nin yiikselmesinin pulpa hiicrelerinin mineralizasyon yetenegini
artirdig1 kanitlamistir (Okabe ve ark., 2006). Nitekim KH bu yiiksek pH seviyesi ile
bakterilerin lipopolisakkaritlerini (LPS) notralize ederek inflamasyonun siddetini de

azaltmaktadir (Sangwan ve ark., 2013).

Pulpa zararli uyaranlara karsi tiibiiller yapinin kalsiye olmasi ve tersiyer dentin
kalsifikasyonu seklinde cevap vermektedir. Bu reaksiyonlar ile gecirgenlik azalmakta
ve pulpanin daha az zarar gérmesi saglanmaktadir (Pashley, 1985). KH pulpada
benzeri reaksiyonlarm olusmasina sebep olmaktadir. Ozellikle agiga ¢ikmis pulpanin
tizerine KH uygulandiginda koagiilasyon nekrozu olusmaktadir (Sangwan ve ark.,

2013). Temasa gecen hiicreler 6lmekte ve degisik kalinliklarda nekrotik tabakalar
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olusmaktadir. Bu nekroze alan bir nevi matriks gérevi gdrmekte ve bu alana Ca*?
iyonlarin1 ¢ekmektedir. Bdylece bu alanda kollajen matrikste mineralizasyon
baslamaktadir. Koagiilasyan nekrozu tabakasi dentinin yapiminin uyarilmasi agisindan
onemlidir. Bu mekanizma sonucunda olusan tersiyer dentinin yapisindaki kalsiyum
iyonlariin kaynaginin uygulanan KH’den kaynaklanmadigi, kan dolasimi araciligiyla
pulpaya geldigi kanitlanmistir. Dentin dokusunun {istine KH uygulanmasinin
ardindan aktive olan remineralizasyon mekanizmasi, dentinden biyoaktif molekiillerin
olusmasini uyarmasi ile ag¢iklanmaktadir (Pisanti & Sciaky, 1964; Sciaky & Pisanti,
1960).

KH’nin zayif adezif 6zellige sahip oldugu ve mikro sizintiy1 yeteri kadar
engelleyemedigi belirtilmistir. Dentine baglantistnin Van der Waals baglariyla
gergeklestigi ve bu yiizden mikro sizintiya yol agiklari, kisa bir siire sonra da restoratif
materyalin altinda ¢6ziindiigii farkli bir¢ok galismada gosterilmistir (Casagrande ve
ark., 2008).

1.4.3.2. Mineral trioksit agregat (MTA)

MTA; 1993 yilinda Torabinejad tarafindan dis hekimlerinin kullanimina
sunulmustur. Deneysel ve klinik olarak bir¢cok kullanim endikasyonuna sahip oldugu
belirtilmektedir (Schwartz ve ark., 1999). MTA’nin bazi 6nemli oOzellikleri;
uygulandig yerde yiiksek bir pH degerine ulagsmasi, ¢ozliniirliigiiniin az olmasi, mikro
sizintinin olmamasi, dentin olusumunu stimiile etmesi, yiiksek ortiiciiliik olarak
siralanabilmektedir. MTA ilk piyasaya siiriildiiglinde retrograd dolgu malzemesi
olarak tretilmis ve klinisyenlere tavsiye edilmistir. Daha sonra pulpa kuafaji,
apeksogenezis — apeksifikasyon tedavisi, kok perforasyonlarmin onarilmas: ve kanal
tedavisinde kanal pati olarak kullanilmaya baglanmistir. MTA tiim bu tedavilerde sert
doku olusumunu uyarmasi ve biyouyumlu bir restoratif ajan olmasi sebebiyle basari

ile uygulanmaktadir (Torabinejad ve ark., 1993).
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MTA’nin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

MTA nem varliginda sertlesebilen hidrofilik, biyoaktif trikalsiyum silikat bazli
bir restoratif materyaldir. MTA’nin kimyasal yapist incelendiginde agirlik¢a esas
olarak %75 portland ¢imentosu, %20 bizmut oksit (Bi2Oz) igerirken eser miktarda da
kalsiyum oksit (CaO), magnezyum oksit (MgO), sodyum siilfat (Na2SOa) ve potasyum
silfat (K2SOs) igermektedir. MTA’nin  ana yapisimi  portland ¢imentosu
olusturmaktadir. Portland ¢imentosu trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat,
trikalsiyum alliminat, algitasi, tetrakalsiyum aliiminoferritten meydana gelmektedir.
Materyalin yapisina rontgenlerde sert dokulardan ayirt edilebilmesi i¢in bizmut oksit
eklenmis ve radyoopak bir goriiniim kazanmasi saglanmistir (Masoud Parirokh &
Mahmoud Torabinejad, 2010; Torabinejad ve ark., 1993).

Materyalin yapisinda bulunan oransal olarak az miktarda bulunan algitasi,
sertlesme zamani agisindan 6nem arz etmektedir. Portland simanina oranla MTA’da
daha az al¢1 tas1 bulunmakta ve daha kii¢iik alimiina partikiileri igermektedir. Bu
durumdan dolay1 materyalin sertlesme zaman1 daha uzun olmaktadir (Dammaschke ve

ark., 2005).

[lk piyasaya siiriilen MTA gri renkte iiretilmistir. Zamanla materyalin
renklenmeye ve 6zellik 6n dislerde estetik kaygilara sebep oldugu fark edilmistir. Bu
sebepten Otlirii yapisinda bulunan tetrakalsiyum aluminoferrit gibi demir igerikli
bilesenleri ¢ikarilan beyaz renkli MTA iiretilmistir. Gri ve beyaz MTA arasinda
aliminyum, demir ve magnezyum konsantrasyonlar1 agisindan da farklilik oldugu

belirtilmistir (Masoud Parirokh & Mahmoud Torabinejad, 2010).

MTA'nin Sertlesmesi

MTA tozu likit olarak steril su ile 3:1 oraninda karistirildigi anda pH degeri
10,2 iken, sertlesmesinden sonra pH degeri 12,5’¢ yiikselmektedir (Masoud Parirokh
& Mahmoud Torabinejad, 2010; Schwartz ve ark., 1999; Torabinejad ve ark., 1995).
MTA olusturdugu alkali pH ile ortamda antibakteriyel bir etki olusturmaktadir. Bu
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ozellikler disinda MTA bakteri penetrasyonunu engelleyen ¢oziiniirligi diisiik bir
restoratif materyal 6zelligini de tasimaktadir (Petrou ve ark., 2014; Torabinejad &
Parirokh, 2010). Kaviteye uygulanan MTA’nin iizerine direkt olarak nemli bir pamuk
yerlestirilmesi sertlesmesinin tamamlanmasi agisindan tavsiye edilmektedir. MTA nin
sertlesmesinin nem varliginda siiregeldigi ve yaklasik 3-4 saat sonra kolloidal bir hal
alarak sert bir yap1 olusturdugu belirtilmektedir (Schwartz ve ark., 1999; Torabinejad
ve ark., 1995). MTA’nin en 6nemli dezavantajlarindan biri uzun sertlesme siiresi
olarak bildirilmektedir. Klinik kullanimda siklikla uygulanamamasi da yine yiiksek

maaliyetinden dolay1 olarak dezavantajlari arasinda yer almaktadir.

1.4.3.3. Metilsiilfonilmetan (MSM)

Dimetilsiilfon (DMSO2) ve metil siilfon olarak da bilinen MSM, ¢esitli
gidalarda, hayvanlarda ve hayvansal triinlerde dogal olarak bulunan organik kiikiirt
icerikli bir bilesiktir. Beyaz renkte, herhangi bir kokusu olmayan, acimtirak, kristalize
yapidaki bu bilesigin % 34’tini kiikiirt elementi olusturmaktadir (Thomas W Pearson
ve ark, 1981).

Methylsulfonylmethane
O

CH3— S—CH3

|
O

Sekil 3. Metilsiilfonilmetanin kimyasal yapisi
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MSM’nin insan viicudunda emilimi, dagilimi ve atilimi ile iligkili ¢aligma
sayis1 sinirlidir. Magnusson ve ark. 2007 yilinda bu konuda dikkat ¢ekici bir ¢alismaya
imza atmistir. Calismada elde edilen sonuglara dayanarak MSM’nin hizli emildigi, iyi
bir sekilde dagildi ve viicuttan tamamen atildig1 gosterilmistir (Magnuson ve ark.,
2007).

MSM’nin etki mekanizmas

MSM’nin  antioksidan, anti-inflamatuar ve kanser Onleyici etki
mekanizmasinin agiklanmast 1980 yillarinda baslayan calismalarca aydinlatilmaya
calisilmistir. MSM’nin oksidatif tirtinler {iretmek iizere yapay olarak aktive edildigi in
vitro bir ¢aligmada, anti-inflamatuar ve antioksidan mekanizmalari agiga ¢ikarilmis ve

serbest radikallerin MSM araciligi ile azaldig1 belirtilmistir (Butawan ve ark., 2017).

MSM’nin periodontal bag doku kok hiicreleri ve eksfoliye siit disi kok
hiicrelerinde sert doku olusumu tiizerine etkisinin incelendigi ¢alismalarda MSM’nin
transglutaminaz-2 (TG-2) aktivitesini ve bunun kollajen tip 1 ve osteopontin gibi hiicre
dis1 matris proteinleri ile etkilesimini 6nemli 6l¢lide artirdigi gosterilmektedir (Joung
ve ark., 2012; Kim ve ark., 2009). PDL kok hiicrelerinde ve SHED’de MSM tarafindan
osteojenik belirteglerin ekspresyonunda ve mineralizasyonda gerceklesen artis,
MSM’nin sadece inflamasyon ile ilgili olaylarin ve hastaliklarin inhibisyonu igin degil,
ayn1 zamanda sert doku olusumunu arttirmak i¢in de uygun oldugunu gdstermektedir
(Joung ve ark., 2012; Karthik ve ark., 2014). Histolojik ve immiinohistokimyasal
olarak yapilan analizler, MSM’nin, yaslanma ve menopoz sonrasi osteoporoz kosullar
dahil olmak {izere, inflamasyonun mevcut oldugu kemik kaybinin tedavisinde
uygulanabilir bir osteojenik unsur olabilecegini gostermektedir (Jilka, 2013; Liang ve
ark., 2010).
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1.4.3.4 Cam iyonomer siman

Dis hekimliginde ilk olarak 1972 yi1linda Wilson ve Kent tarafindan gelistirilen
cam iyonomer simanlar, silikat siman ve polikarboksilat simanin karigimi olarak
tamtilmistir  (KURTOGLU, 2012; Wilson & Kent, 1971). Geleneksel ve
konvansiyonel CIS’lerin sahip oldugu kisa siireli neme kars1 hassasiyetin materyalin
ylizeyinin yumusamasina ve diisiik asinma direncine sebep olmasindan dolay1
CIS’lerin potansiyeli simirlanmaktadir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak icin
CiS’lerin siman tozunun kimyasal igerigi gelistirilerek gelismis cam iyonomer
simanlar elde edilmistir. Aliiminasilikat cam tozlarina poliakrilik asit eklenmesi ve
partikiil tanecik boyutunun kiigiiltiilmesi ile hizla sertleseni nem hassasiyeti azaltilmis
ve ¢Oziiniirliigii diisiik olan yiiksek viskoziteli cam iyonomer simanlar elde edilmistir.
Piyasada Ketac Molar (3M ESPE, Seefeld, Almanya) ve Fuji IX (GC, Tokyo, Japonya)
adlariyla yer almaktadirlar (Nagaraja Upadhya & Kishore, 2005).

1.5. Hayvanlarda Yapilan Calismalar

15.1. MTA ile Hayvanlarda Yapilan Calismalar

MTA’nin nano glimiis partikiil iceren ve icermeyen partikiilleri 2016 senesinde
yapilan bir arastirmada ratlarin subkutan dokusuna yerlestirilmis ve olusan inflamatuar
yanit yedi, 15, 30, 60 ve 90. giinlerde degerlendirilmistir. Bu arastirmaya gore
MTA’nin iki grubunda siddetli inflamatuar yanit gosterdigi belirtilmistir (Zand ve ark.,
2016).

Bir bagka ¢alismada ratlara beyaz Portland ¢imentosu ve beyaz MTA implante
edilmistir. Yedi, 14, 21 ve 30. giinlerde alinan kesitlerde inflamasyon durumu kontrol
grubu ile karsilagtirilmistir. Tamir siireci ile inflamasyon siirecinin birbirleriyle iliskili
oldugu gosterilmistir. Tiim gruplarda 7. glinde siddetli bir inflamasyon goriilmiis,

30.gilinde 6rneklerin tiimiinde inflamasyon yoktur (Karanth ve ark., 2013).

28



Yapilan bir ¢alismada Gine domuzlarinin tibia ve mandibulalarina kavite
acilmus, teflon tiip yardimi ile MTA, amalgam, Super- EBA ve interim Rezin Materyal
(IRM) implante edilmistir. Gine domuzlar1 80 giin sonrasinda uyutulmus ve kesitleri
alimip histolojik olarak incelenmistir. Incelenen tiim materyaller karsilastirildiginda en
basarili sonug¢lar MTA’da elde edilmistir. MTA grubunda mandibula tibiada herhangi
bir inflamasyon bulgusuna rastlanmamis ve bu materyaller arasinda MTA’nin
biyouyumlulugu en yiiksek olan materyal oldugu ifade edilmistir (Torabinejad ve ark.,
1998).

MTA ve KH’nin pulpa kuafaji1 tedavilerinde uygulanmasi sonrasi bu restoratif
materyallere gelisen histolojik cevabin degerlendirildigi bir g¢alismada MTA
gruplarinda inflamasyon go6zlemlenmedigi, sert doku olusumu ve iyilesmenin
goriildiigii, fakat KH gruplarinin yaklagik olarak tamaminda inflamasyon
gozlemlendigi belirtilmistir (Faraco Jr & Holland, 2001).

MTA ve Bone Morfogenetik Protein-7 (BMP-7)’nin kullanildig: bir ¢alismada
erkek ratlarin {ist ¢ene biiyiikk azi diglerine pulpa kuafaji tedavisi uygulanmis ve
sonrasinda sert doku olusumlari incelenmistir. Her iki grupta da sert doku olugumu
oldugu ifade edilmistir. Fakat yapilan histolojik boyamalar sonrasinda MTA
gurubundaki sert doku kopriilerinin yapisinin ¢evre dentin ile benzer oldugu, BMP-7

grubundaki sert doku kopriilerinin ise kemige benzer bir yapida oldugu bildirilmistir

(Andelin ve ark, 2003).

1.5.2. MSM ile Hayvanlarda Yapilan Calismalar

MSM’nin klinik agidan kullanilabilir olduguna iligkin kanitlar, yaymlanmis
insan ve hayvan caligmalarina dayanmaktadir. Yapilan bu calismalar ile MSM nin
osteoartrit tedavisi, rozacea, interstisyel sistit, alerjik rinit gibi pek cok hastalikta

yararli olabilecegi ileri siiriilmektedir.

1981'de Dr. Herschler; cilt piiriizsiizlestirmek ve yumusatmak, tirnaklar

giiclendirmek veya kan sulandirict materyal olarak kullanimi igin Amerika Birlesik
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Devletleri’nden MSM’nin patentini almistir. Herschler bunlara ek olarak, MSM’nin
stresi azalttigini, agriy1 azalttigini, parazit enfeksiyonlarini tedavi ettigini, enerjiyi
artirdigini, metabolizmay1 hizlandirdigini, dolagimu iyilestirdigini ve yara iyilesmesini
iyilestirdigini iddia etmistir ancak bunu destekleyici ¢ok az bilimsel kanit One

striilmastir (Herschler, 1979).

MSM, in vivo ve in vitro ¢alismalarda bazi yararli etkiler gostermistir.
MSM'nin deney hayvanlarinda ve in-vitro yapilan ¢alismalarda kanser hiicreleri i¢in
kemopreventif etkileri oldugu one siiriillmektedir. Buna ek olarak, MSM anti-
inflamatuar aktiviteleri, prostasiklin sentezinin inhibisyonu, anti-aterosklerotik etki ve
in vitro olarak serbest radikallerin olusumunu azaltan bir etki gosterdigi
belirtilmektedir(Alam & Layman, 1983; Ebisuzaki, 2003; McCabe ve ark., 1986).
Yapilan bir baska calismada elde edilen 6n klinik bulgular oral olarak verilen
MSM’nin mevsimsel alerjik rinitin bazi semptomlarini hafifletebilecegi ileri

stiriilmektedir (Barrager ve ark, 2002).

MSM’nin ratlar tizerinde RANKL ile indiiklenen osteoklast farklilagmasi
tizerindeki etkilerinin ve STAT3’lin osteoklastik gen belirteclerinin ekspresyonuna
katitlmint  arastirildign ~ bir  c¢alismada  osteoklastogenezisi  diizenleyip
diizenleyemeyecegi ag¢iga kavusturulmaya calisilmistir. Bu calisma, kemik iligi
kaynakli makrofajlar ile birlikte hem protein hem de mRNA seviyelerini belirten
analizler, ayrica sinyal yolu aktivitesi incelenerek gergeklestirilmistir. MSM’nin
RANKL ile indiiklenen TRAP (CD40 ligand) aktivitesini, cok c¢ekirdekli osteoklast
olusumunu ve kemik rezorpsiyon aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigi
gosterilmigtir. EK olarak, katepsin K ve OSCAR (Osteklast ile iliskili reseptor) dahil
olmak iizere birka¢ osteoklastogenez ile markirlarin MSM tarafindan baskilandigi

ifade edilmistir (Joung ve ark, 2016).
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Etik Onay1

Calismamiz i¢in gerekli etik onay Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 26/04/2022 tarihinde 2022/08 karar numarasi ile

alindi.

2.2 Cahsma icin gerekli Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) desteginin

alinmasi

Calisma icin gerekli etik onay alindiktan sonra g¢alismada kullanilacak
materyallerin maddi destegi icin BAP’a basvuruldu. BAP birimi 1383 ID’li TDH-
2022-1383 proje kodu ile proje destegini onayladi.

2.3. Deney Hayvanlarinin Secilmesi ve Barinmasi

Calisma i¢in 72 adet agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen 4-6 aylik erkek
Sprague Dawley cinsi ratlar kullamldi. Ratlar, Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Biyolojik ve
fizyolojik olarak ayn1 6zelliklere sahip bu hayvanlar; ¢alismanin prosediirii boyunca
kontrol edilen bir sicaklik ortaminda (21-22 °C) ters g¢evrilmis aydinlik-karanlik
dongiisiine (12 saat / 12 saat) sahip sessiz bir odadaki kafeslerde bekletildi. Ratlar
icerigi Tablo 1°de gosterilen standart pellet rat yemi (270 kcal / 100 gr, Bayramoglu
Yem, Erzurum, Tirkiye) ile beslendi. Bulunduklari odanin havalandirmasi filtre
edilerek kontaminasyon riski 6nlendi. Ratlar temiz kafeslerde ve altlarinda talas olacak
sekilde barindirildi. Temin edilen ratlarin laboratuvar kosullarina adaptasyonu igin 1

hafta beklendi. Takiben ratlar rastgele 4 gruba ayrildi.

31



Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen standart pelet rat yeminin igerigi

Standart Rat Yeminin Icerigi %
Yag 3.5
Karbonhidrat 7.5
Protein 23
Vitamin ve Mineral 1-2
Diger Eser Elementler (demir, selenyum, 3

manganez, ¢inko, kobalt, iyodiir)

2.4. Deney Gruplan

Deney hayvanlari Saglikli Kontrol, Kontrol, MTA ve MSM grubu olarak 4 ana
gruba ayrildi. Uygulama yapildiktan sonra Kontrol, MTA ve MSM grubu 2., 4. ve 8.
haftanin sonunda sakrifiye edilecek sekilde kategorize edildi. Uygulama gruplarindan

her bir deney hayvaninin maksiller sol ve sag 1. molar dislerine uygulama yapildu.

1-) Saghkh Kontrol grubu (SK): Bu gruba 9 rat dahil edildi. Herhangi bir islem
yapilmayip sakrifiye edildi.

2-) Kontrol grubu (K): Bu gruba 21 rat dahil edildi. Ardindan ratlar her grupta 7 rat
olacak sekilde 14, 28, ve 56. giinlerde sakrifiye edilmek tizere 3 alt gruba ayrildi.

3-) MTA grubu (MTA): Bu gruba 21 rat dahil edildi. Ardindan ratlar her grupta 7 rat
olacak sekilde 14, 28, ve 56. giinlerde sakrifiye edilmek iizere 3 alt gruba ayrildi.

4-) MSM grubu (MSM): Bu gruba 21 rat dahil edildi. Ratlar her grupta 7 deney
hayvani olacak sekilde 14, 28, ve 56. giinlerde sakrifiye edilmek {izere 3 alt gruba
ayrildi.
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2.5. Materyal Secimi

Bu c¢alismada pulpal perforasyonun tizerine iki farkli materyal uygulandi.
Materyal seciminde MTA olarak caligmalarda altin standart olarak gosterilen ProRoot
MTA (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) ve MSM (Bereket Kimya,
Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Uygulanan pulpa kapaklama materyalinin ardindan
kavitenin doldurulmas: igin Geleneksel Cam Iyonomer siman (Ketac, 3M ESPE,
Seefeld, Almanya) kullanildu.

2.6. Deney Hayvanlarina Yapilan Dental Uygulamalar

Resim 1. Anestezi uygulanmis rat.

Ratlar iizerinde pulpa kuafaji yapmak amaciyla intraperitoneal olarak ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) 10 mg/kg ve ketamin hidroklorid
(Ketalar, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) 40 mg/kg enjeksiyonlar1 yapilarak anestezileri
saglandi. Ihtiya¢ duyulmasi durumunda baslangic dozunun 1/5°i oraninda belirli

araliklarla tekrar edildi.
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Resim 2. Calisma alanin hazirlanmasi.

Anestezi uygulanmis ratlar tepkisiz hale geldiginde, tedavi prosediiriine deney
hayvanin tstiine mavi cerrahi ortii ortiiliip, Artikain (Ultraver D-S) 80 mg igerikli
anestezik madde ile cift tarafli maksiller infiltratif anestezi yapilarak basladu.

Saglikli kontrol grubunda ratlar anestezi uygulanmasinin ardindan sakrifiye
edildi.

Resim 3. Pulpa perforasyonunun degerlendirilmesi
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Diger {li¢ grupta da anestezinin yapilmasini takiben, su sogutmasi altinda
anguldurva kullanilarak, steril elmas rond (#1011, Denstply Industria e Comericio
Lide, Petropolis, RJ, Brezilya) ile pulpada perforasyon olusturuldu. MTA ve MSM
gruplarindaki deney hayvanlarinda olusturulan perforasyon alanindaki kanama steril

bir pamuk peletle (Hira Pamuk, Kahramanmaras, Tiirkiye) durduruldu.

Resim 4. Perforasyon alanina pulpa kapaklama materyalinin yerlestirilmesi

Uygulanacak materyal steril bir el aleti yardimiyla yerlestirildi ve materyallerin {izeri
Cam Iyonomer Siman (Ketac, 3M ESPE, Seefeld, Almanya) ile &rtiiliip deney

tamamlandi.
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Resim 5. Disin restorasyonunun tamamlanmasi

Kontrol gruplarinda ise olusturulan perforasyon alanindaki kanama steril bir
pamuk pelet ile durdurulduktan sonra kaviteye sadece Ketac Cam Iyonomer Siman

(3M ESPE, Seefeld, Almanya) yerlestirilip uygulama tamamlandi.

Deney islemleri sonrasinda histopatolojik ve immiinohistokimyasal analiz igin

hayvanlar kendileri i¢in ayrilmis kafeslere yerlestirilerek beklemeye alindi.

2.7. Histopatolojik Doku Takibi

Siganlardan ¢ikarilan ¢ene doku ornekleri %10’luk fosfat tamponlu nétral
formalinde (Sigma-Aldrich, Almanya, Ph:7.4) 24 saat boyunca bekletilerek fiksasyon
islemi uygulandi. Fiksasyon isleminin ardindan ¢ene dokusuna ait 6rnekler Morsen’s
soliisyonunda 24 saat boyunca bekletilerek dekalsifikasyon islemi uygulandi. Bundan
sonraki asamalar da maksilla dokusuna ait ornekler rutin histolojik doku takibine
uyumlu olarak ototeknikon cihazi kullanilarak (Citadel 2000, ThermoScientefic,
Germany) sirasi ile artan ethanol serilerin olusan dehidratasyon (%50, %70, %80,

%90, %96 ve %100 Merck GmbH, Almanya) asamasi seffaflastirma ve parafinde

36



emdirme (Merck GmbH, Almanya) islemleri uygulandi. Parafin inkliizyonu yapilan
maksilla dokusuna ait 6rnekler sert parafine (Merck GmbH, Almanya) gomiilerek
rotary mikrotom (RM2525, Leica Biosystems, Germany) kullanilarak 4-5 pum
kalinligindaki kesitler alindi. Maksilla dokusuna ait kesitler etiivde bekletilerek ve iki
seri ksilol (Merck GmbH, Almanya) soliisyonlarinda geg¢irildi. Deparafinizasyon
asamasindan sonra boyama cihazi1 kullanilarak (Leica ST1050, Lecia Biosystems,
Germany) Harris Hematoksilen (Merck, Germany) ve Eozin G (Merck, Germany)
boyalar1 ile boyandi. Boyanan kesitler entellan (Merck GmbH, Germany) ile
kapatilarak dijital kamera atagmanli (DP71, Olympus DP71, Olymps Corp., Japan)
151k mikroskobu altinda (BX51, Olympus Corp., Japan) fotograflari ¢ekildi.

Tablo 2. Histolojik doku takip asamalari

Islem Madde Siire
Tespit %10’luk Formalin 24-36 saat
Dekalsifikasyon Morse Solusyonu 24-36 saat
Dehidratasyon %50'lik Etanol 1 180dakika
Dehidratasyon %?50'lik Etanol 2 75dakika
Dehidratasyon %601k Etanol 90dakika
Dehidratasyon %70'lik Etanol 90dakika
Dehidratasyon %80'lik Etanol 60dakika
Dehidratasyon %96'lik Etanol 60dakika
Dehidratasyon %100'lik Etanol 1 75dakika
Dehidratasyon %100'lik Etanol 2 75dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 90 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 90 dakika
Parafinizasyon Parafin 1 60 dakika
Parafinizasyon Parafin 2 210dakika
Bloklama
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2.8. Immiinohistokimyasal Doku Takibi

Maksillada girisimsel uygulama ile indiiklenen inflamasyonu incelemek i¢in
RANKL (abh239607, Abcam, UK) ve RUNX2 (ab236639, Abcam, UK)) primer
antikoru ve buna uygun sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP), siras1
ile; ab205718, Abcam, UK) kitleri kullanildi.

Maksilla dokusuna ait kesitlerden rotary mikrotom (Leica Biosystem,
RM2525, Almanya) cihazi kullanilarak 1-2 pm kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen
maksilla dokusuna ait kesitler IHC stainer cihazi ile (Bond Max Ill, Leica Systems,
Germany) iiretici katalog bilgilerine uygun olarak primer ve sekonder antikorlar ile bir
saat boyunca inkiibe edilerek immunperoksidaz yontem ile boyandi. Son olarak Harris

hematoksilen (Merck, Germany) zit olarak boyandi.
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Tablo 3. immunohsitokimyasal Doku Takibi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 1dk
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 30sn
Deparafinizasyon Bond-dewax Soliisyon 30sn
Rehidratasyon Absoli etil alkol 30sn
Rehidratasyon %380 Etil alkol 30sn
Rehidratasyon %70 Etil alkol 20 sn

Yikama

Antijen agiga ¢ikarma )
Yikama

Endojen enzim blokajt
Yikama

Primer antikor
Yikama

Sekonder antikor
Yikama

HRP

Yikama

HRP

Yikama

Yikama

Kromojen ile boyama
Yikama

Kontrast (zit) boyama
Yikama

Yikama

Yikama

Yikama

Bond-wash Soliisyon
Bond ER Soliisyon 2
Bond-wash Soliisyon
%3’lik Hidrojen peroksit
Bond-wash Soliisyon
Anti-FOXO1A veya Anti-SREBP1
Bond-wash Soliisyon
Biotinylated Goat anti-polyvalent
Bond-wash Soliisyon
Steptavidin Peroxidase
Bond-wash Soliisyon
Steptavidin Peroxidase
Bond-wash Soliisyon
Deiyonize Su
Diaminobenzidine (DAB)
Deiyonize su
Harris hematoksilen
Deiyonize su
Bond-wash Soliisyon
Deiyonize su

Bond-wash Soliisyon

30 sn (3 tekrar)

30 sn (4 tekrar)

30 sn (3 tekrar)
1,5 dk

45 sn (4 tekrar)
20 dk

40 sn (7 tekrar)
20 dk

40 sn (7 tekrar)
10 dk

1 dk (4 tekrar)
8 dk

1 dk (2 tekrar)

30 sn (2 tekrar)
10 dk

30 sn (6 tekrar)
10 dk
1 dk

1,5 dk (2 tekrar)

30 sn (2 tekrar)

10sn
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2.9. Semi-Kantitatif Analizler

Harris hematoksilen (Merck GmbH, Alamnya) ve Eozin G(Merck
GmbH,Almanya) ile boyanan maksilla dokusuna ait kesitler maksilla girisimsel
uygulamalara bagli olarak gelisen endikasyonlar1 ele alan ¢aligmalara uygun olarak
odontoblastlarda nekrozis, 6dem, inflamasyon, ve fibroz kallus olusumlarini ele alan
caligmalara uygun olarak Tablo 4’de gosterildigi gibi Histopatolojik Hasar Skorlamasi
(HHS) hesaplandi. Her bir preparata rastgele se¢ilmis 20 farkli olarak x21 ve x20
biiyiikliikteki objektifler kullanilarak 151k mikroskobu altinda histopatolog tarafindan

skorlandi.

RANKL ve RUNX2 primer antikorlari ile inkiibe edilen maksilla dokusuna ait
ornekler olarak Tablo 5°te gosterildigi gibi skorlandi. Her bir preparata rastgele
secilmis 20 farkli olarak x40 biiytikliikteki objektifler kullanilarak 1sik mikroskobu
altinda histopatolog tarafindan skorlandi. Histopatologlar deney gruplarinm

bilemeyecek sekilde korlestirildi.
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Tablo 4.

Histolojik Hasar Skorlamasi

Bulgu Skor
Nekrotik Odontoblastlar

0 %S35’ten az

1 %6-%25 arasi
2 %26-%50 arast
3 %50’den fazla
Odematoz Alanlar

0 %S5’ten az

1 %6-%25 aras1
2 %26-%50 arast
3 %350’den fazla
Inflamasyon

0 %35’ten az

1 %6-%25 aras1
2 %26-%350 aras1
3 %350’den fazla
Vaskiiler Konjesyon

0 %35’den az

1 %6-%25 arasi
2 %26-%350 aras1
3 %350’den fazla
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Tablo 5. Semi-Kantitatif Analiz.

Bulgu Skor

0 %75’ten az

1 %06-%25 arasi
2 9026-%50 arasi
3 %750’den fazla

2.10. istatistiksel Analiz

Semi-kantitatif analizler sonucu elde edilen veriler SPSS 20 (IBM, USA)
istatistik programi kullanilarak Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewness-Kurtoisis
degerleri ve Levene testleri yapilarak verilerin normal dagilima uygunlugu
degerlendirildi. Parametrik olmayan veriler ortanca -25% ve %75’lik ¢eyrekler
aciklig1 seklinde hesaplanarak Kruskal Wallis ve bunu takiben Tamhane T2 test ile
degerlendirilecektir. p degeri <0.05 anlamli olarak segildi.
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3.BULGULAR

3.1. Histopatolojik Bulgular

Rutin histolojik doku boyasi H+E boyasi ile boyanan maksilla dokusuna ait
kesitler pulpa ekspozu sonrasinda gelisen doku hasarim1 odontoblastlar {izerine
odaklanmis bilimsel ¢alismalara uygun olarak nekrotik odontoblastlar, 6dem,
inflamasyon, vaskiiler konjesyon bulgular1 g6z 6niine alinarak incelendiginde; saglikli
kontrol grubuna ait ¢ene dokusunda normal histolojik yapiya sahip olan g¢ene
kemiginde odontoblastlarin tipik yapida oldugunu gozlemlendi (Resim 6a-b, HHS:
0(0-1), Tablo 6). Bunun aksine Kontrol 2. hafta grubunda odontoblastlarda yaygin
olarak nekrozis gozlemlendi. Bunun yaninda, yaygin 6dematdz alanlar, nétrofil
infiltrasyonu ve vaskiiler konjesyonlar gozlemlendi (Resim 7a-b, Tablo 6). Kontrol 4.
hafta grubunda ve kontrol 2.hafta grubunda benzer olarak odontoblastlarda nekrozis,
pulpada 6dem, polimorfniikleuslu 16kositler (PMNL) ve vaskiiler konjesyonlar mevcut
oldugu izlendi (Resim 8a-b, Tablo 6). Bunun aksine, kontrol 8. hafta grubunda
nekrotik odontoblastlarda azalma, dis pulpasinda 6dematéz alanlarda, PMNL ve

vaskiiler konjesyonlarda azalma oldugu saptandi (Resim 9a-b, p<0.05, Tablo 6).

Kontrol 2. hafta ve Kontrol 4. hafta uygulama gruplarina kiyasla MTA tedavi
2. hafta, 4. hafta ve 8. hafta gruplarinda nekrotik odontoblastlarin sayisinda azalma,
dis pulpasinda 6dem, PMNL ve vaskiiler konjesyon bulgularinda azalma oldugu
saptand1 (Resim 7a-b, Resim 8a-b, 9a-b, 10a-b,11a-b,12a-b, p<0.05, Tablo 6). MTA
uygulama gruplari kendi arasinda inceledigimizde, MTA uygulama 2. hafta ve 4. hafta
gruplart arasinda herhangi bir fark gézlemlenmedi (Resim 10a-b,11a-b,12a-b,13a-b,
p<0.05, Tablo 6). Bunun yaninda, MTA 8. hafta grubunda MTA 2. Hafta ve 4. Hafta
gruplarina kiyasla odontoblastlarda nekrotik hiicre sayisinda azalma, dis pulpasinda
inflamasyon, vaskiiler konjesyon ve PMNL bulgularinda azalma oldugu gozlemlendi
(Resim 10a-b,11a-b,12a-b, p<0.05, Tablo 6).

MSM tedavi gruplar ile pulpotomi 2. hafta ve 4. hafta uygulama gruplar

arasinda histopatolojik hasar skorlar1 kiyaslandiginda; odontoblastlarda nekrozis, dis
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pulpasinda 6dem, inflamasyon ve vaskiiler konjesyon bulgularinda MSM tedavi
gruplari 2., 4. ve 8. hafta gruplari arasinda azalma oldugu gézlemlendi (Resim 7a-b,8a-
b,9 a-b, 13a-b,14a-b,15a-b, p<0.05, Tablo 6). Kontrol 8. hafta grubu ile MSM tedavi
gruplar1 histopatolojik hasar skorlar1 bakiminda arasinda bir fark gézlemlenmezken,
sadece MSM 8. hafta gruplari arasinda anlami bir diisiis oldugu saptandi1 (Resim9 a-b,
Resim 15a-b, p<0.05, Tablo 6).

MTA tedavi gruplar1 ve MSM tedavi gruplar1 arasinda odontoblastlarda
gbzlemlenen nekrozis, dis pulpasinda gozlemlenen 6dem, inflamasyon ve vaskiiler
konjesyon bulgulari gbz oniine alinip HHS hesaplandiginda, MTA 2. ve 4. hafta
gruplarinin benzer oldugu HHS skorlar1 bakimindan sadece MSM 8. Hafta grubunda
azalma oldugu izlendi (Resim 9a-b, Resim 11a-b, Resim 12a-b, Resim 15a-b Resim
13a-b, Resim 14a-b, Resim 15a-b, p<0.05Tablo 6).

MSM tedavi gruplart histopatolojik hasar skorlar1 bakimindan kendi igin
degerlendirildiginde sadece MSM uygulamasi 2. Hafta ile MSM uygulamasi 8. Hafta
arasinda odontoblastlarda nekrozis, dis pulpasinda 6dem, inflamasyon ve vaskiiler
konjesyon bulgularinda azalma oldugu goézlemlendi (Resim 13a-b, Resim 15a-b,
p<0.05, Tablo 6).

3.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.2.1. RANKL pozitivitesi

Giliniimiizdeki literatiir bilgilerine uygun olarak odontoblastik aktiviteyi
degerlendirmek RANKL primer antikor ile inkiibe maksilla dokusuna ait kesitler pulpa
ekspozu sonrasinda; saglikli kontrol grubuna ait odontoblastlar normal histolojik
yapiya sahipti (Resim 15a, Tablo 4). Bunun aksine Kontrol 2. Hafta grubunda ¢ok
sayida odontoblastlarda yogun RANKL pozitivitesi gozlemlendi (Resim 16a, Tablo
7). Kontrol 4. ve 2 Haftalardaki kontrol grubunda ise RANKL aktivitesi
gozlemlenmedi (Resim 17a, Tablo 7).

44



MTA tedavi gruplarinda 2. haftada Kontrol 2. hafta grubuna gore nispeten daha
diisik RANKL pozitivitesi gozlemlendi. MTA 4. ve 8. hafta gruplarina RANKL

aktivitesi gézlemlenmedi.

MSM tedavi gruplarinda 2. ve 4. haftalarda RANKL aktivitesi gozlemlenirken
8. haftada RANKL aktivitesi gézlemlenmedi.

3.2.2 RUNX2 pozitivitesi

Glinlimiizdeki literatlir bilgilerine uygun olarak odontoblastik aktiviteyi
degerlendirmek RUNX2 primer antikor ile inkiibe maksilla dokusuna ait kesitler pulpa
ekspozu sonrasinda; saglikli kontrol grubuna ait odontoblastlar normal histolojik
yapiya sahipti (Resim 20a, Tablo 4). Bunun aksine Kontrol 2. hafta grubunda ¢ok
sayida odontoblastlarda yogun RUNX2 pozitivitesi gozlemlendi (Resim 21a,
p<0.005, Tablo 7). Kontrol 2. hafta grubunun kontrol 4. ve 8. haftalardaki kontrol
gruplari ile kiyasladigimizda ise RUNX2 pozitivitesinin azalmis oldugu gézlemlendi

(Resim 22a, p<0.005, Tablo 7).

Kontrol 2. hafta grubunu MTA 2. hafta grubu ile kiyasladigimizda RUNX2 pozitivitesi
MTA 2. hafta grubunda anlamli olarak artmis oldugu saptandi (Resim 23-19a,
p<0.005, Tablo 7). MTA 2. Hafta grubunu 4.hafta ve 8. hafta grubu ile
kiyasladigimizda; MTA 4. hafta ve MTA 8. Hafta gruplarinda RUNX2 pozitivitesi
gosteren odontoblastlarin sayisinda azalma oldugu gozlemlendi (Resim 24-26a,
p<0.005, Tablo 7).

Kontrol 2. hafta gurubu ile MSM 2. hafta gruplarinin RUNX2 pozivitesi bakimindan
kiyasladigimizda, MSM 2. hafta grubunda RUNX2 pozitivitesi gosteren
odontoblastlarin sayis1 kontrol 2. Hafta grubuna kiyasla anlamli olarak artmis oldugu
izlendi (Resim 23a, 27a, p<0.005, Tablo 7). MSM tedavi 2. hafta grubu ile MTA
tedavi 2. hafta gruplar1 arasinda RUNX2 pozitivitesi gsteren odontoblastlar agisindan
herhangi bir fark saptanmadi (Resim 23a, 27a, p>0.005, Tablo 7). Benzer olarak MSM
tedavi 2. Hafta grubunu MSM tedavi 4. hafta ve 8. hafta grubuyla kiyasladigimizda
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RUNX2 aktivitesi gosteren odontoblastlarin sayisinda azalma oldugu saptandi (Resim
24-27a, p<0.005, Tablo 7).
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Tablo 6. Histopatolojik Hasar Skorlamasi Sonuglari (medyan-%25-%75’1ik

ceyrekler arasi deger).

Grup Nekrotik Odematoz Inflamasyon Vaskiiler HHS
Odontoblastlar Alanlar Konjesyon

Saglikli 0(0-1) 0(0-0.5) 0(0-0) 0(0-0.5) 1(0-1)

Kontrol

Kontrol 2.5(2-3)2d 2(2-2)ad 2(2-3)2d 1(1-2)2d 8(6.5-9)*d

2. hafta

Kontrol 2(2-2)ad 2(1-2)ad 2(1-2)2d 1(0.5-1)2¢ 6.5(5.5-7.5)¢

4. hafta

Kontrol 1(0-1)° 0(0-1)b 0.5(0-1)° 1(0-1)° 2(1-4)°

8. hafta

MTA 1.5(1-1)abc 1 (0.5-1)2b¢ 0.5 (0-1)aPc 1 (0-1)abc 3.5(2-4)3bc

2. Hafta

MTA 1(0-1)abe 0.5(0-1)be 0(0-1)abc 0(0-1)abe 1(1-3)abe

4. Hafta

MTA 0.5(0-0.5)bcef 0(0-1)bcef 0(0-1)bcef 0(0-0.5)beef 1(0-2)bcef

8. Hafta

MSM 1(1-1.5)2bc 1(1-1)2be 0(0-1)2bc 0(0-1)2bc 3(2-4)bc

2. Hafta

MSM 0.5(0-1)b¢ 0.5(0-1)b¢ 0(0-1)be 0.5(0-1)b¢ 2(1.5-3)P¢

4. Hafta

MSM 0(0-1)bcefan 0(0-1)bcefan 0(0-0)b.cefan 0(0-0.5)b.cefan 1(0-2)bcefgh

8. Hafta

3p<0.05; saglikli kontrol grubuna kiyasla,

®p<0.05; Kontrol 2. Hafta grubun kiyasla,

°p<0.05; Kontrol 4. Hafta grubun kiyasla,

9p<0.05; Kontrol 8. Hafta grubun kiyasla,
€p<0.05; MTA 2. Hafta grubun kiyasla,
fp<0.05; MTA 4. Hafta grubun kiyasla,
9p<0.05; MTA 8. Hafta grubun kiyasla,
Mp<0.05; MSM 2. Hafta grubun kiyasla,
Kruskal Wallis/Tamhane T2 Test
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Tablo 7. Semi-kantitatif Analiz Skorlamasi (mediyan-%25-%75’1ik ¢eyrekler

aras1 deger).

Grup RANKL Pozitivite Runx2 Pozitivite Skorlamasi
Skorlamasi
Saglikli Kontrol 0(0-0) 0(0-0)
Kontrol 2. hafta 3(2-3)2d 3(2-3)2d
Kontrol 4. hafta 0(0-1)2d 0(0-1)2d
Kontrol 8. hafta 0(0-0.5)2d 0(0-0.5)2d
MTA 2. Hafta 2(2-3)° 2(2-3)°
MTA 4. Hafta 0(0-1)2be 0(0-1)2be
MTA 8. Hafta 0(0-0)abc 0(0-0)abc
MSM 2. Hafta 3(2-3)Pcef 2(2-3)bcef
MSM 4. Hafta 1(0-1)2b¢ 0.5(0-1)abc
MSM 8. Hafta 0(0-1)bc 0(0-0)bc

ap<0.05; saglikli kontrol grubuna kiyasla,
bp<0.05; Kontrol 2. Hafta grubuna kryasla,
p<0.05; Kontrol 4. Hafta grubuna kiyasla,
9p<0.05; Kontrol 8. Hafta grubuna kiyasla,
¢p<0.05; MTA 2. Hafta grubuna kiyasla,
p<0.05; MTA 4. Hafta grubuna kiyasla,
9p<0.05; MTA 8. Hafta grubuna kiyasla,
hp<0.05; MSM 2. Hafta grubuna kiyasla,
Kruskal Wallis/Tamhane T2 Test
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Resim 6. H+E ile boyanmis kontrol 2. Hafta grubuna ait kesitlerin maksilla

kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik ekran goriintiisii.
A(x10)-B(x40) Kontrol 2. Hafta: Maksilla kesitlerinde yaygin 6demat6z

alanlar (e), vaskiiler konjesyonlar (c) ve odontoblastlarda yaygin nekrozis (n)
izlenmektedir (HHS:1(0-1)).
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Resim 7. H+E ile boyanmig maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran gorintiisi.

A(x10)-B(x40) Kontrol 4. Hafta: Maksilla kesitlerinde yaygin 6demat6z
alanlar, vaskiiler konjesyonlar ve odontoblastlarda yaygin nekrozis izlenmektedir
(HHS:8(6.5-9)).
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Resim 8. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) Kontrol 8. Hafta: Maksilla kesitlerinde 6demat6z alanlarda
tipik yapidaki kemik krest (b), dil pulpasi (p) ve dis pulpasinda odontoblastlar (0k)
izlenmektedir (HHS: 2 (1-4)).
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Resim 9. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 1g1k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MTA 2. Hafta: Maksilla kesitlerinde yaygin 6dematoz alanlar
ve infiltratif alanlara gozlenmektedir. Bunun yaninda, pulpadaki odontoblastlarda
yaygin nekrotik hiicreler gézlenmektedir (HHS:3.5(2-4)).
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Resim 10. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MTA 4. Hafta: Maksilla kesitlerinde orta derecede 6demat6z
alanlar ve orta derecede infiltratif alanlara izlenmektedir. Bunun yaninda, yer yer

pulpadaki odontoblastlarda yaygin nekrotik hiicreler gézlenmektedir (HHS:1(1-3)).
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Resim 11. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MTA 8. Hafta: Maksilla kesitlerinde yaygin tipi
odontoblastlar (ok) izlenmektedir. Bunun yaninda yer yer apoptotik odontoblastlar
gozlemlenmektedir (kuyruklu ok). Ozellikle infiltratif hiicrelerin ve 6dematdz
alanlarin azalmis olmasi dikkat cekmekle beraber dis dokusunda tipik yapida dis tag
kismi (c), dis kokii (r), dis dil pulpasi (p) izlenmektedir. (HHS:1(0-2)).
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Resim 12. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MSM 2. Hafta: Maksilla kesitlerinde yaygin
sitoplazmalarinda yaygin vakuoller igeren nekrotik odontoblastlar (ok) ile beraber
vaskiiler konjesyonlar (c) izlenmektedir. Bunun yaninda yer yer apoptotik
odontoblastlar gdzlemlenmektedir (kuyruklu ok). Ozellikle infiltratif hiicrelerin ve
O0demat6z alanlarin azalmis olmasi dikkat ¢ekmekle beraber dis dokusunda tipik

yapida dis tag kismu (¢), dis kokii (r), dis dil pulpas1 (p) izlenmektedir (HHS:3(2-3)).
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Resim 13. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MSM 4. Hafta: Maksilla kesitlerinde orta derecede nekrotik
odontoblastlar izlenmektedir (kuyruklu ok). Bunun yaninda vaskiiler konjesyon,
infiltratif alanlar ve 6demat6z alanlarda azalma gézlemlenmektedir (HHS:2(1.5-3)).
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Resim 14. H+E ile boyanmis maksilla kesitlerine ait temsili 151k mikroskobik

ekran goriintiisii.

A(x10)-B(x40) MSM 8. Hafta: Maksilla kesitlerinde tipik odontoblastlar (ok)
yaninda az da olsa nektrotik odontoblastlar izlenmektedir. (Kuyruklu ok). Orta

derecede 6dematoz alanlarin gézlenmektedir (HHS:1(0-2)).
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20 ym

Resim 15. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) Saghkh Kontrol Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerde yaygin olarak immiin negatif hiicreler izlenmektedir

(RANKL pozitivite skoru: 0(0-0)).
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Resim 16. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) Kontrol 2. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerin RANKL pozitivitesi gosteren odontoblastlar

gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 3(2-3)).
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Resim 17. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) Kontrol 4. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda orta derecede RANKL pozitivitesi
izlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 0(0-1)).
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151k mikroskobik resmi

Dentin (d)
A(x10) Kontrol 8. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RANKL pozitivitesinin azaldigi
gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 0(0-0.5)).
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Resim 19. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi
Dentin (d)
A(x10) MTA 2. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RANKL pozitivitesinin azaldigi
gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 2(2-3)).
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Resim 20. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MTA 4. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RANKL pozitivitesinin azaldigi

gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 0(0-1)).
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Resim 21. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MTA 8. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda immiin-negatif oldugu
gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 0(0-0)).
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Resim 22. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MSM 2. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda yogun RANKL pozitivitesi
izlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 3(2-3)).
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Resim 23. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MSM 4. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RANKL pozitivitesinin azaldigi
gozlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 1(0-1)).
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Resim 24. RANKL primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MSM 8. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarin immiin-negatif oldugu

izlenmektedir (RANKL pozitivite skoru: 0(0-1)).
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temsili 151k mikroskobik resmi.

Dentin (d)
A(x10) Saghkh Kontrol Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerde yaygin olarak immiin negatif hiicreler izlenmektedir

(RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-0)).
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Resim 26. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) Kontrol 2. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde yogun RUNX2 pozitivitesi gosteren odontoblastlar
gozlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 3(2-3)).
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Resim 27. Runt-related transcrlptlon factor 2 (RU NX2) primer antikoru ile

inkube edilmis maksilla dokusuna ait temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) Kontrol 4. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde yogun RUNX2 pozitivitesi gosteren
odontoblastlarin azaldig: izlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-1)).
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temsili 151k mikroskobik resmi.

Dentin (d)

A(x10) Kontrol 8. Hafta Grup: RANKL primer antikoru ile inkiibe edilmis
maksilla dokusuna ait kesitlerinde yogun RUNX2 pozitivitesi bakiminda
odontoblastlarin immiin-negatif oldugu izlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-
0.5)).

71



Resim 29. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MTA 2. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde yogun RUNX2 pozitivitesi gosteren odontoblastlar
gozlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 2(2-3)).
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Resim 30. RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MTA 4. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde RUNX2 pozitivitesi gosteren odontoblastlarin

azaldig1 izlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-1)).
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Resim 31. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MTA 8. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde RUNX2 pozitivitesi bakimindan odontoblastlarin
immiin-negatif oldugu izlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-0)).
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Resim 32. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.

Dentin (d)

A(x10) MSM 2. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda yogun RUNX2 pozitivitesi
izlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 2(2-3)).
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Resim 33. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MSM 4. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RUNX2 pozitivitesinin azaldigi
gozlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0.5(0-1)).
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Resim 34. RUNX2 primer antikoru ile inkube edilmis maksilla dokusuna ait

temsili 151k mikroskobik resmi.
Dentin (d)
A(x10) MSM 8. Hafta Grup: RUNX2 primer antikoru ile inkiibe edilmis

maksilla dokusuna ait kesitlerinde odontoblastlarda RUNX2 pozitivitesinin azaldigi

gozlenmektedir (RUNX2 pozitivite skoru: 0(0-0)).
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada MTA ve MSM’nin pulpa ekspozunda kullanimi sonrasi farkli
zaman araliklarindaki RUNX2, OPG/ RANKL vyolaklar1 ile olan iligkisi

immiinohistokimyasal olarak incelendi.

Direkt pulpa kaplamasi ve vital pulpotominin, irreversibl pulpitis olmayan
disler i¢in en sik kullanilan iki vital pulpa koruyucu tedavisi oldugu bildirilmistir. Bu
tir dis prosediirleri, dis pulpa dokusunu korumayi, dentin-pulpa kompleksinin
fizyolojik islevini siirdiirmeyi ve olgunlagsmamis dislerde kok gelisiminin devam
etmesini amaclamaktadir. Vital pulpa tedavisi sirasinda, uygun bir pulpa kaplama
maddesi kullanilmakta ve dogrudan pulpa dokusuna yerlestirilmektedir. Bu nedenle
biyouyumluluk, anti-inflamatuar 6zellik ve sitotoksisite, yeni bir materyalin pulpa
kaplama maddesi olarak kullanilmasindan 6nce tam olarak degerlendirilmelidir (Dou

ve ark, 2020).

Pulpa kuafaj1 ajanlar1 olarak ¢esitli malzemeler kullanilmistir (Banava ve ark.,
2015; Moazzami ve ark., 2014). Gelencksel olarak, KH igeren gesitli bilesimler
kullanilmistir ve son yillarda direkt pulpa kaplamasi s6z konusu oldugunda MTA
onerilmistir (Horsted ve ark., 1985; Torabinejad ve ark., 1993). Direkt pulpa kaplamasi
materyallerine pulpal yanit olarak, farklilasmamis hiicrelerin sekonder odontoblastlar
olusturmak tizere birikmesi ve proliferasyonundan sorumlu tutulan kapaklama
ajaninin altinda sert doku bariyeri olusumu gozlenmektedir (Goldberg & Smith, 2004).
MTA’nin sert doku bariyeri olusumunu indiiklemede basarili oldugu belirtilmesine
ragmen (FORD ve ark., 1996), kullanimindaki zorluklar, gecikmis sertlesme siiresi,
dis renginin degismesi ve yiiksek maliyet gibi bazi dezavantajlara sahip oldugu

bildirilmistir (Asgary ve ark., 2009).

Cok sayida aragtirmaci insan ve rat disleri arasinda morfometrik benzerlikler
oldugunu belirtmistir (Pinzon ve ark., 1967; Schour & Van Dyke, 1934). Rat dislerinin
histolojik ve fizyolojik olarak oldugu kadar, bi¢im ve islev olarak da insan dislerine

olan benzerligi bildirilmektedir (Kozlov & Massler, 1960; Schour, 1949). Bu nedenle
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rat disleri yaralanmalara kars1 pulpa tepkisi de dahil olmak iizere birtakim ilaglar1 ve
deneysel kosullar1 degerlendirmek i¢in kullanilmigtir (CC ve ark., 1997). Rat dislerinin
biyoaktif molekiillere karsi potansiyel insan dis pulpasi reaksiyonlarini
degerlendirmek igin faydali bir model olduklar1 kanitlanmistir (CC ve ark., 1997,
Sloan & Smith, 1999).

Pulpa kuafajin1 da i¢eren vital pulpa tedavileri, kimyasal, bakteriyel, mekanik
veya termal hasarin toksik etkilerinden pulpal dokuyu koruyarak pulpa hasarini en aza
indirmektedir (Rutherford & Fitzgerald, 1995). Bu nedenle vital pulpa tedavisi,
pulpay1 kaplayarak tersiyer dentin olusumunu uyardigi ve reversibl pulpa

yaralanmalarini tedavi ettigi belirtilmektedir (Tziafas ve ark., 2000).

Odontoblast hiicrelerinin daha hafif uyaranlara yanit olarak gelismesiyle
olusan reaksiyoner dentin, daha gii¢lii uyaranlara yanit olarak yeni nesil odontoblast
benzeri hiicreler tarafindan olusturulan onarici dentinden daha diizenli yapida oldugu
bildirilmistir. Daha tiibiiler ve kalsifiye {i¢iinciil dentini indiiklemek icin pulpa

kaplama malzemeleri igin daha hafif uyaranlar 6nerilmektedir (Tziafas ve ark., 2000).

Birgok arastirmact MTA'nin biyouyumlu oldugunu ve enflamasyon belirtisi
olmaksizin tam dentin kopriisii olusumunu indiikledigini bildirmistir (Faraco Junior &
Holland, 2004; Tziafas ve ark., 2002). MTA'nin ana bilesenleri trikalsiyum silikat,
bizmut oksit, dikalsiyum silikat, kalsiyum siilfat dehidrat ve trikalsiyumdur. Camilleri
& Pitt Ford, MTA'nin bilesenlerini ve biyouyumlulugunu gézden gegirmistir. Ayrica
bu materyal c¢esitli yontemlerle arastirilmis ve deri alti, kemik, bag, vaskiiler
periradikiiler ve pulpa dokularinda faydali reaksiyonlar gozlemlenmistir. Pulpal
dokularda MTA kullanilan ¢calismalarda, fibroblastlarda, osteoblast benzeri hiicrelerde
ve pulpa hiicrelerinde hiicre biiyiimesi gozlemlenmistir (Camilleri & Pitt Ford, 2006).
Yapilan bu ¢aligmada MTA grubunda odontoblastlarda dis pulpasinda inflamasyon,
vaskiiler konjesyon ve PMNL bulgularinda nekrotik hiicre sayisinda azalma oldugu

saptandi.
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Osteoklastlar kisa dmiirlii terminal olarak farklilasmis hiicreler olup, M-CSF,
IL-1, RANKL veya TNFa gibi sitokinlerin yoklugunda hizli apoptoza ugramaktadir.
Suda ve arkadaslariin yaptig1 calismada MTA’nin osteoklast hiicrelerinde apoptozu
hizlandirdig1 gésterilmistir (Suda ve ark., 1999).

Mevcut deneyler, odontoblast benzeri hiicreler agisindan MTA'nin 6nceki
aciklamalari ile uyumlu bulunmaktadir (de Souza Costa ve ark., 2008). Orhan ve ark.
yaptig1 bir ¢alismada MTA uygulamasi ile en yiiksek sayida odontoblast benzeri
hiicreler hem 7 hem de 28 giinliik dl¢climlerde gozlenmistir. MTA grubundaki
odontoblast benzeri hiicre sayilar1 da kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.
Ford ve ark. (1996) ve Bates ve ark. (1996), MTA’nin dentin kopriisii olusumunu
hizlandirma yetenegini vurgulamistir (Bates ve ark., 1996; FORD ve ark., 1996).
Ayrica, Aeinehchi ve ark. , kalsiyum hidroksite kiyasla dentin kopriisii olusumunda
MTA kullaniminin avantajini vurgulamistir (Aeinehchi ve ark., 2003). MTA'nin bu
olumlu o6zelligi, 1yi sizdirmazlik yetenegi, biyouyumlulugu ve diisiik toksisitesinden
kaynaklanabilmektedir (Cox ve ark., 1987; Faraco Junior & Holland, 2004). Yapilan
calismanin sonucunda MTA ve MSM’nin odontoblastik rejenerasyonu hizlandirdigi,

MSM nin ise MTA’ya gore bunu daha hizli yaptigi saptandi.

Periradikiiler iyilesme, Runx2’ye bagli olan osteoblastlari igermektedir.
Perinpanayagam ve ark. MTA materyalinin osteoblastlarda Runx2 ekspresyonunu
destekleyip desteklemedigini belirlemeyi amagladiklar1 ¢alismalarinda, MTA
materyalinin, osteoblastlarda hiicre baglanmasin1 ve Runx2 ekspresyonunu
destekledigini gostermislerdir. Bu ¢alisma ProRoot MTA'min olumlu bir hiicresel
yanit1 destekleyebildigini gostermis ve Onceki caligmalar1 dogrulamistir. MTA
ylizeyleri, osteogenezis i¢in gerekli olan osteoblast hiicre baglanmasini, matris
sentezini ve Runx2 ekspresyonunu desteklemistir. Ayrica, MTA'nin alternatif
formiilasyonlarinin da  benzer bir yaniti destekleyebilecegi  gosterilmistir

(Perinpanayagam & Al-Rabeah, 2009).
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RANKL reseptor aktivatori, bir sitokindir ve osteoklastin yasam siiresinin tiim
evrelerinde dnemli bir molekiildiir. Kemik metabolizmasinin fizyolojik ve patolojik
kontroliiniin anahtar diizenleyicisi oldugunu belirten arastirmalar bulunmaktadir
(Takahashi ve ark., 1999). RANKL, romatoid artrit, osteoporoz, Paget hastalig1, kemik
tiimorleri, osteolitik yiiz lezyonlar1 ve periodontitis gibi kemik yikimi ile karakterize
cesitli patolojilerle iligkilendirilmistir (Taubman & Kawai, 2001). Osteoklast
farklilasmasi ve aktivasyonunda gorevli oldugu ve diizenleyici sitokinlerin ortak son
yolu oldugu belirtilmistir. RANK ve RANKL eksikligi olan farelerde radyografik
olarak uzun kemiklerde, gévdelerinde ve kaburgalarinda opaklik ve énemli 6l¢iide
artmig toplam ve trabekiiler kemik yogunlugu ile karakterize edilen siddetli

osteopetroz sergilemislerdir (Stashenko ve ark., 1998).

Kemik rezorpsiyonu, CSF-1 ve RANKL etkisi osteoklastlarda hiicre
farklilagmasi ile baslamaktadir. Osteoklast aktivitesi, osteoklastin bazal yiizeyi ile
kemik yiizeyi arasinda olusan vakuoline RANKL ile enzim sekresyonuna sebep
olmaktadir. Kemik minerali ve kollajen matrislerinin bozulmasindan sorumlu iki
enzim olan TRAP ve katepsin K'nin aktivasyonuna yol agarak kemik rezorpsiyonuna
da yol agmaktadir (Boyle ve ark., 2003). MTA, osteoklastin yasami siiresince

farklilagsmasini ve islevini etkilemektedir.

MTA’nin  osteoklast Onciillerinin  kaynagmasini  Onleyerek —osteoklast
farklilasmasini engelledigi ve osteoklast onciilerinde RANKL ile indiiklenen asidik
vezikiiler organel olusumunu ve otofajik vakuol goriiniimiinii kesintiye ugrattigi
gosterilmistir (Boyle ve ark., 2003). MTA ile kapatilmis perforasyondan 60 giin sonra,
MTA gruplarinda osteoblast sayisinin daha yiiksek oldugu da gozlenmistir (da
Fonseca ve ark., 2019). Bu calismada MTA ve MSM gruplarinda 4.haftalarda
odontoblastlarda RANKL pozitivitesi azaldi ve 8. Haftalarda RANKL aktivitesi

gozlemlenmedi.
Osteoklast gelisimi ve aktivasyonu i¢in ¢ok 6nemli olan ii¢ proteinin RANKL,
RANK ve onun tuzak reseptorii olan OPG oldugu belirtilmektedir. Osteoklastlar, M-

CSF, IL-1, RANKL veya TNF-a gibi sitokinlerin yoklugunda kisa dmiirlii terminal
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olarak farklilasmig hiicreler oldugu ve hizli apoptoza ugradig: belirtilmistir (Boyle ve
ark., 2003). Hashiguchi ve ark. ProRoot MTA'nin etkisini analiz ettigi ¢alismasinda
osteoklast inhibisyonu iizerine ve MTA soliisyonunun apoptozu artirarak, osteotropik
faktor ile indiiklenen OPG mRNA'y1 bloke ederek ve osteoblastlarda protein azalmasi
yoluyla osteoklastogenezi inhibe ettigi sonucuna varmistir. Yine ayni calismada
kalsiyumun MTA'dan ¢ozlinmesinin osteoklastik kemik rezorpsiyonu {iizerindeki
inhibitor etkisi gosterdigi kanaatine varmuslardir (Hashiguchi ve ark., 2011). Bu
calismada MTA ve MSM gruplarinin Kontrol gruplarina kiyasla hasarli dokudaki
rejenerasyonu hizlandirdigi ve oOzellikle infiltratif hiicrelerin sayisinin alanlarin

azalmis oldugu saptanda.

Aljohani ve ark yaptiklar1i caligmalarda, MSM’nin insan eksfoliye siit
dislerinde osteoblast benzeri hiicrelere farklilasmasini etkiledigini gostermistir. Aljohi
ve ark. 2021 yilinda fareler iizerinde yaptiklari ¢alismalarda, deri altindan 13 hafta
boyunca MSM enjekte edilen farelerde hicbir islemin yapilmadigi kontrol grubuna
gore mandibulada daha az kemik kaybi1 gézlenmistir (Aljohani ve ark., 2021). Bu
calismada MSM grubudaki ratlarda nekrotik odontoblast sayilarinin azaldig

gozlemlendi.

Mezenkimal kok hiicrelerin (MSC'ler) osteojenik farklilagmasi, Runx2 ve
alkalen fosfataz (ALP) dahil olmak {izere genlerin ekspresyonu ve ardindan hiicre dig1
matris sentezi ve mineralizasyonu ile karakterize edilmektedir (Dieudonne ve ark.,
2013). Runx2, kemik gelisimi ve kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda osteoblast
farklilagsmasinda, korunmus bir promotdér sekansina baglanmada ve kollajen al,
osteopontin, kemik sialoproteini ve osteokalsin dahil olmak {iizere osteojenik
proteinleri kodlayan genleri transaktive etmede 6nem tasimaktadir. BMP-2 ve BMP-7
dahil olmak tizere ¢oklu BMP izotipleri, MSC’lerin osteojenik farklilagmasina neden
olmaktadirlar (Katagiri ve ark., 1990). Metilsiilfonilmetan, insanlar igin toksik
olmayan ve dimetilsiilfon olarak da bilinen bir bilesik igceren basit, ugucu bir organik
kiikiirttiir. MSM alimi meyve, sebze, tahil ve hayvan tiiketimi yoluyla miimkiin
olmaktadir (Morton & Siegel, 1986). Bu bilesik, Janus kinaz 2/sinyal transdiiserini ve
transkripsiyon (STAT)5b sinyal yolunun aktivatorini etkileyerek MSC’lerin
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osteoblastlara farklilagsmasini etkilemektedir. Bununla birlikte, MSM ve BMP-2 kemik
olusum yolunu etkilese de, ikisinin kombinasyonunun osteoblastik farklilasma
tizerindeki etkileri tizerinde ¢ok az arastirma mevcuttur (Joung ve arkadaslari, 2012).
Bu calismada MSM hiicrelerde rejenerasyonu hizlandirdi ve inflamasyon bulgularini

azaltti.

Kim ve ark. yaptig1 bir ¢calismada MSM ve BMP-2 kombinasyonunun BMP-2
sinyalini uyarmak i¢in kullanilabilecegini ve bdylece osteoblast farklilagsmasini
destekledigini gdstermistir. MSM BMP-2 ile indiiklenen osteoblastik farklilagsmay1
pozitif olarak diizenler, bu da MSM’nin kemik olusumunda 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, MSM’nin osteoblast farklilagmasi ve kemik
mineralizasyonunun bozuldugu osteoporoz gibi kemik dokuyu yikan durumlar i¢in
umut verici bir terapotik ajan olarak potansiyel olarak yararli olabilecegi bildirilmistir
(Kim ve ark., 2009). Yapilan g¢alismada MSM’nin osteoblastik rejenerasyonu

hizlandirdig1 ve MSM gruplarinda 6dematoz alanlarin azaldig: saptandi.

MSM’nin osteojenik farklilasma {izerindeki etkilerini degerlendirmeye
odaklanan birka¢ ¢alisma mevcuttur (D. N. Kim ve ark., 2016). Bu calismalar,
MSM’nin osteojenik farklilagmay1 arttirma yetenegine sahip oldugunu gostermistir
(Deiana ve ark., 2019). Bununla birlikte, MSM’nin progenitor hiicreler iizerindeki
genel etkilerini degerlendirmek ve MSM’nin hem osteojenik hem de kondrojenik
farklilasmay1 nasil tesvik edebilecegini anlamak i¢in ¢ok az calisma yapilmstir.
Carbonare ve arkadaslart MSM tedavisinin hem in vitro hem de in vivo osteojenik
farklilasmay1  etkiledigi  gosterilmistir. RUNX2 ile indiikklenen genlerin
ekspresyonunun arttigini gozlemlemislerdir. MSM ile tedavi edilen hiicrelerde
RUNX2’nin ise kendi ekspresyonu azaldigini gostermislerdir. Bu baglamdan yola
¢ikarak MSM'nin osteoblast 6ncesi olusumunu tesvik etmedeki roliinii agiklamislardir.
MSM ile tedavi edilen hiicrelerde AR boyamasi ile degerlendirilen kalsiyum birikimi
artisinin - yani sira  osteokalsin pozitif hiicrelerin artan yiizdesi osteoblast
olgunlagmasini tesvik etmede MSM ’nin roliiniin oldugunu gostermislerdir. Osteojenik

olgunlagsmanin indiiklenmesi, 7 ve 14 giinliik tedaviden sonra artan kalsein
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boyamasinin gozlendigi zebra baligi modelinde de gozlenmistir (Dalle Carbonare ve
ark., 2021).

Bu ¢alisma pulpa ekspozu sonucunda odontoblastik aktiviteyi RANKL ve
Runx2 yolaklar {izerinde ele alan ilk ¢alisma olmakla beraber g¢aligmanin birtakim
sinirlamalar1 meveuttu. Oncelikle calismamiz haftalar diizeyinde odontoblastik
aktivite degerlendirilmesi odakli oldugundan her gelisim haftasi kendi molekiiler
yolaklarin1 ele alan diger ¢alismalar ile desteklenmelidir. Yine odontoblastik
aktivitelerin tespitinde gliniimiizde literatiir bilgisine uygun olarak RANKL ve Runx2
primer antikorlarimi belirledik. Bunun yaninda bu ¢alisma makrofaj koloni stimulan
faktor 1(CSF-I), Kemik morfojenik faktor-2 (BMP-2), Glut-1 gibi molekiiler analizler

ile desteklenmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada pulpa ekspozu sonucunda odontoblastlarda nekrozis, dis
pulpasinda 6dem, vaskiiler konjesyonlar ve inflamasyon kaynakli doku hasari
gbzlemlendi. Bunun yaninda gelisen bu hasarin rejenerasyon RANKL ve RUNX2
pozitivitesini etkileyerek pulpa dokusunun rejenere oldugu gozlemlendi. MTA ve
MSM tedavilerinin ise pulpotomi sonrasi gelisen dokusu hasarint RANKL ve RUNX2
pozitivitesini artirarak sekizinci haftadan dordiinci haftaya kadar hizlandirdigi
saptandi. Bunun yaninda MSM tedavisinin sekizinci haftada MTA tedavisine kiyasla

doku hasarini1 daha iyi rejenere ettigi saptandi.

Yapilan g¢aligmanin limitasyonlari dahilinde elde edilen bulgulardan yola
cikarak pulpa ekspozu sonrasi pulpanin ortiillmesinde kullanilan MSM materyalinin
pulpa tizerindeki anti-inflamatuar 6zellik ve doku hasarindaki rejenerasyon yetenegi
acisindan MTA materyaline gore daha basarili sonuglar gosterdigi elde edilmistir.
Konu ile ilgili daha farkli histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler ve deney
ortamlari ile daha ileri ¢alismalar yapilmasinin daha kapsamli sonuglar doguracag:

Oongoriilmektedir.
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