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OZET

Osteokalsin ve Osteonektin Genlerinin mRNA Ekpresyonu Diizeyi
incelenerek, MTA(Mineral Trioxide Aggregate) Ve PC (Portland
Cement)’nin Dis Dentin Rejenerasyonu Uzerine Etkilerinin
Karsilagtinlmasi, Mineral trioksit agregat (MTA) dis ve c¢evre dokular
arasindaki baglanti noktalarini ortilemek igin gelistiriimis bir materyaldir.
GUnumuzde MTA mukemmel ortileme 6zelligi ve biyouyumlulugu sayesinde
genis cevrelerce kabul gérmls bir materyal olup, kdk perforasyonlarinin
tamiri, sut dislerinin apeksifikasyonu ve konservatif pulpa tedavileri gibi dis
hekimliginin ¢esitli alanlarinda ¢ok amagl olarak kullaniimaktadir. MTA’nin
biyouyumlulugu ile ilgili ginimuize kadar birgok in vivo ve in vitro ¢alisma
yapiimigtir. Ancak MTA’nin sert doku mineralizasyonu ile baglantili genlerin
ekspresyonuna etkisi hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir (osteokalsin-
OK and osteonektin-ON). Bu calismamizda BMTA, GMTA ve PS varliginda
dental pulpa fibroblast hicrelerinde osteonektin (OK) ve osteokalsin (ON)
ekspresyonunu real time PCR yontemi ile degerlendirerek, BMTA, GMTA ve
PS’nin sert doku mineralizasyonu uzerindeki etkilerini incelemeyi hedefledik.
Galisma sonucunda deney materyallerinin timunde farkl derecelerde de
olsa ON ekspresyonu izlenirken, OK ekspresyonu kontrol gruplari dahil
deney materyallerinin hi¢ birisinde gézlenmedi. Bu sonuglar PS ve MTA'nin
dental pulpa fibroblast hicrelerinde odontoblastik donisumu saglayarak doku
mineralizasyonuna katki sagladiklarini ve doku mineralizasyonu yonunden
biyouyumluluklarint  dogrulamis ve pulpa kuafaj materyali olarak
kullanilabileceklerini gostermistir. Dental pulpa fibroblast hlcrelerinde OK
ekspresyonu tespit edilememis olmasi ise bu dokuda ilgili proteinin
sentezlenmedigini gostermekte olup histolojik ve immunohistokimyasal
¢alismalar ile sonucun dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler : Mineral trioksit agregat, Portland siman,
Dental pulpa fibroblast, Osteokalsin, Osteonektin

Destekleyen Kurumlar : GATA Bilimsel Arastirma Kurulu

Yazar Adi : Dis.Tbp.Kd.Utgm. Zeynep ONCEL TORUN
Danigman : Prof. Disg Tbp. Kd. Alb. Yasar Meric TUNCA



SUMMARY

Comparison of the dentin regeneration properties of mineral
trioxide aggragate (MTA) and portland cement (PC) with assessing
osteocalcin and osteonectin mMRNA expression rates, Mineral trioxide
aggregate (MTA) was developed to seal communications between a tooth
and its external surfaces. Currently, it is being used not only in root
perforations but also in conservative pulpal treatments, in obturation of the
apical portion of immature teeth, and in retrograde obturations; it is widely
accepted for its biocompatibility and excellent sealing capacity.
Biocompatibility of MTA has been previously investigated by many in vitro
and in vivo studies. However, there is little or no information available about
the MTA’s expression of mineralization-related genes (osteocalcin-OC and
osteonectin-ON). The effects of gMTA, wMTA and PC on odontoblastic
differentiation were indexed by the expression of odontoblastic/osteoblastic
markers (OK, ON), as determined by reverse-transcription polymerase chain
reaction analysis. The current study investigated the effectiveness of
Portland Cement (PC) and mineral trioxide aggregate (gMTA, wMTA) in
inducing the differentiation of human dental pulp cells (HDPCs) into
odontoblast like cells in vitro. Although osteonectin mMRNA was expressed in
all cultures, suggestive of the potential for odontoblast formation, osteocalcin
was not expressed in any of the groups. These results suggest that MTAs
and PC are biocompatible, allows the expression of mineralization related
genes on HDPCs, and has the potential to be used as a proper pulp-capping
material. Non-expression of OC shows that it has not been synthesized in
tissue. Additional histologic and immunohistochemical analyses are needed
to clarify the OC transcription role of MTA in odontoblasts.

Keywords : Mineral trioksit aggregate, Portland cement, human
dental pulp fibroblasts, Osteocalsin, Osteonektin
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Pulpa kaplamasi, pulpa yaralanmalarinda agikta kalan vital pulpada
dentin formasyonunu kolaylastirmak icin dental materyaller ile yapilan bir
tedavi yaklasimidir. Kaplama materyallerinin uygulanmasindaki temel amag
pulpa htcrelerinin dentinojenik potansiyellerini uyarabilmektir (1).

Osteokalsin (OK) ve osteonektin (ON) kemik ve dentininin yapisinda
bulunan major non-kollajen proteinlerdir (2,3). Temel olarak osteoblastik
hicrelerden  sentezlenmekte olan bu proteinler sert dokunun
mineralizasyonunda goérev alirlar. Dental pulpa hucrelerinin, 6zellikle doku
yaralanmasi veya hasari ile iligkili dentinogenezis suresince odontoblastlara
donusme ve mineralize matriks uretebilme potansiyeli mevcut olup yapilan
calismalarda bu hucrelerin ekstraseluler matrikse ait kollajen ve non-kollajen
yapidaki proteinleri sentezleyebildikleri gosterilmigtir.

Mineral trioksit agregat (MTA) dis ve ¢evre dokular arasindaki baglanti
noktalarini  ortulemek igin geligtirilmis bir materyaldir. Gunumizde MTA
mukemmel ortileme 6zelligi ve biyouyumlulugu sayesinde genis gevrelerce
kabul gérmus bir materyal olup, kok perforasyonlarinin tamiri, sut dislerinin
apeksifikasyonu ve konservatif pulpa tedavileri gibi dis hekimliginin cesitli
alanlarinda ¢ok amagl olarak kullaniimaktadir. MTA’nin biyouyumlulugu ile
ilgili gunimuze kadar birgok in vivo ve in vitro c¢alisma yapilmigtir.
Biyouyumluluk bir materyalin kendine 6zgl uygulanmasi sonrasinda uygun
konak doku cevabi olusturabilmesi olup MTA ile ilgili yapilan bu ¢alismalarin
buyuk kisminda fare lenfoma hucreleri, insan endotelyal hicreleri, hamster
ovaryan hucreleri, SaOS-2 osteosarkom hucreleri ve insan osteosarkom
hicreleri gibi gercek dis dokusu diginda dokular kullaniimigtir. Kullanilan
hicrelerin buyuk ¢gogunlugu kanser hiucresi olmalari nedeniyle hizli gogalma
ve olumsuzlik ozelliklerine sahiptirler. Bu nedenle bu hucrelerden yapilan
biyouyumluluk c¢alismalari gergcek insan dokularindan elde edilebilecek
sonugclardan farkhliklar gosterebilir.

Bu c¢alismada, dis hekimliginde pulpa kaplamasi amaciyla da
kullaniimakta olan MTA’'nin dental pulpa fibroblast hucreleri Uzerinde

osteojenik etkilerini in vitro olarak degerlendirmeyi hedefledik. Bu amagla OK



ve ON proteinlerine ait genlerin molekiler dizeyde ifade sekli olan mesajci
ribondkleik asit (MRNA) dlzeylerini real time polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) yontemi ile degerlendirerek MTA ve PS varliginda dental pulpa
fibroblast hucrelerinin dentinogenezis Uzerindeki farkliliklarini karsgilastirmayi

amagcladik.



GENEL BILGILER

Periyodonsiyum, disi ¢cevreleyen ve destekleyen doku tabakasi olup,
olusumu iginde sement, periodontal ligament ve alveolar kemik yer
almaktadir. Dental pulpa, apikal foramen ve yan kanallar araciligi ile
periyodonsiyum ile baglanti halindedir (4). Mine, dentin ve gingival eklentiler
ise oral florayi periyodonsiyum ve pulpadan ayiran olusumlardir.

Dental pulpa ve periapikal dokularin mikroorganizmalar ve irritan
maddeler ile temasi, basarisiz bir restoratif ve endodontik tedavinin ana
nedenlerini olusturmaktadir (5-7). ideal bir retrograd veya ortograd dolgu
materyali, kok kanal sistemi ile onu ¢evreleyen dokular arasinda yer alan
baglanti yollarini kapatabilmelidir (8). Bunun diginda toksik, karsinojenik,
genotoksik oOzellik gdstermemeli, doku sivilarinda ¢ézinmemeli, nem
varhginda kapatma 06zelligi ¢ok etkilenmemeli, radyoopak, biyouyumlu ve
boyutsal olarak sabit olmalidir.

GUnumuze kadar kok kanal sistemi ile onu cevreleyen dokular
arasinda yer alan baglanti yollarinin kapatilabilmesi i¢in birgcok materyal
kullaniimistir. Amalgam, c¢inko-oksit-ejenol bazli simanlar (super-EBA, IRM),
kavit, kompozit rezinler ve cam iyonomerler bunlara ornek olarak verilebilir.
Bu materyallerin ¢ogu ideal Ozellikleri karsilamamakta olup, temel
dezavantajlari, mikrosizinti, degisen oranlarda toksisite ve neme Kkarsi

hassasiyet gostermeleridir (4).

2.1 Mineral Trioksit Agregat

Mevcut restoratif materyallerin ideal 6zellikleri tam olarak kargilamiyor
olmasi, mineral trioksit agregatin (MTA) gelistiriimesine olanak saglamistir.
Baslangicta kok ucu dolgu materyali olarak kullaniimaya baslanan MTA, son
zamanlarda kok kanal dolgu materyali, pulpa kaplamasi, pulpotomi,
apeksogenezis, apikal bariyer formasyonu ve kok perforasyon tamiri

amaciyla da kullaniimaktadir (8).



2.1.1 Kimyasal Ozellikleri

Toz seklinde olan MTA’nin igeriginde, trikalsiyum silikat (3Ca0-SiO2),
dikalsiyum silikat (2Ca0O-SiO2), trikalsiyum aluminat (3CaO-AlI203),
tetrakalsiyum aluminoferit (4Ca0O-Al203:Fe203) ve bizmut oksit (Bi203)
bulunmakta olup, temel yapisini kalsiyum, silisyum (SiO) ve bizmut oksit
olusturmaktadir (9).

Gunumuzde MTA ticari olarak 2 formda bulunmaktadir; Gri MTA
(GMTA), beyaz MTA (BMTA). Yapilan ¢alismalar, GMTA’nin renk degistirme
potansiyeli nedeniyle gelistirlen BMTA'nin daha az miktarda demir,
aliminyum ve magnezyum icerdigini gostermektedir (10). GMTA temel olarak
dikalsiyum ve trikalsiyum silikat ile bizmut oksitten olusurken, BMTA
trikalsiyum silikat ve bizmut oksitten olugmaktadir (11). Her iki MTA tipi agirhk
agisindan kabaca %75 portland ¢imentosu, %20 bizmut oksit ve %5 algi
tasindan olugsmaktadir (12).

MTA tozu su ile karistinldiginda oOncelikli olarak kalsiyum hidroksit
(KH) ve kalsiyum silikat (KS) sulu bileseni olusur ve sonucta yetersiz sekilde
kristalize ve pordz solid bir jele donusur (13). Kalsiyum ¢okeltilerinin olusmasi
nedeniyle KS orani azalir. Cokelti olusturan kalsiyum, KH uretir ki bu MTA’nin
hidrasyon sonrasi yuksek alkalinitesinin nedenidir. Bununla birlikte KH’nin
kaynagi ile ilgili tartismalar devam etmektedir. Camileri ve dig. (14) KH’nin
dikalsiyum ve trikalsiyum silikat kaynakli olduguna inanirken, Dammaschke
ve dig. (15) KH’nin trikalsiyum aluminat hidrojenasyonu koékenli oldugunu
belirtmiglerdir.

Bizmut, MTA’nin radyoopakligini saglamakla birlikte, MTA hidrasyonu
sonrasi KH’nin ¢okmesini etkileyen faktorlerden birisidir (13). Bizmut oksit
asidik ortamda ¢oziinmektedir. Bu nedenle MTA’'nin enflamatuar dokularda
oldugu gibi asidik ortama konulmasi bizmut oksit salinimina dolayisiyla da

MTA’nin biyouyumlulugunda azalmaya yol agmaktadir (13, 16).



2.1.2 Fiziksel Ozellikleri

MTA tozunun hidrasyonu, koloidal yapida bir jel olusmasina yol acar ki
bu daha sonra sert bir yapiya donusur. Karigimin oOzelligi toz/sivi orani,
karigtirma metodu, kondanzasyon igin kullanilan basing, nem, MTA tipi,
depolama kosullari, pH, kullanilan cihaz, karistirma ile uygulama arasinda
gecen sure, materyalin kalinhgi ve isiya gore degiskenlik gostermektedir.
Tum bu faktorlerin hepsinin standard sekilde kontrol edilmesinin mumkin
olmamasi nedeniyle, MTA'nin fiziksel Ozelliklerine yonelik olarak yapilan

calismalar farkliliklar géstermektedir.

Sertlesme Siiresi

MTA, tozun steril su ile 3:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanmaktadir.
MTA’nin sertlesme suresi ortalama 16515 dakika olup, bu slire amalgam,
Super-EBA, IRM gibi materyallerle karsilastirildiginda uzundur (17). Yapilan
bu calismada amalgamin serlesme suresi 4 dakika + 30 saniye, Super-
EBA’'da 9 dakika + 30 saniye, IRM’de ise 6 dakika + 30 saniye olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte GMTA'nin sertlesme siresi BMTA’ya goére belirgin
sekilde uzundur (9, 18).

Genlesme

Degisik tipte MTA’larin genlesme 6zelligini ortaya koymak i¢in yapilan
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir ¢alisma BMTA'nin
GMTA’ya gore biraz daha fazla genlestigini gostermistir (9, 18). Materyal
yuzeylerinin Hank’in dengeli tuz ¢ozeltisi veya steril su ile kaplanarak yapilan
kargilastirmali bir ¢calismada ise GMTA her iki kosulda da BMTA’ya gore
daha fazla genlesme gostermistir (19). Yapilan bu ¢alismalar, MTA tiplerinin
kompozisyonundaki farkliliklarin ve g¢evresel faktorlerin genlesme Uzerinde

etkili oldugunu gostermektedir.



Gozunurluk

Cozunurlik UGzerine yapilan calismalar farklihklar gostermektedir.
Storm ve dig. (19)" un yaptigi calismada BMTA’'nin ¢ozunurldglinin GMTA'ya
gbre daha belirgin oldugu ifade edilmektedir. Bununla birlikte BMTA'nin PS
ile karsilastirildigi calismalarda degisik sonuglar elde edilmistir (19, 20).
Yapilan tum bu c¢aligmalar, toz-su orani, MTA tipi, immersiyon suresi gibi

faktorlerin gozunurluk Gzerinde etkili oldugunu ortaya koymaktadir (19-21).

Baski Kuvvetlerine Karsi Direng

MTA’nin baski kuvvetlerine karsi direnci Super-EBA, IRM ve amalgam
ile karsilastirildiginda ilk 24 saatte belirgin sekilde dusuktur. Ancak Uguncu
haftanin sonunda aralarinda belirgin bir farklilik kalmamaktadir (17). MTA'nin
tipi, MTA’nin depolama kosullari, MTA ile karistirilan sivinin tipi ve pH’si,
maruz kalinan basincin siddeti gibi etkenler baski kuvvetlerine karsi direnci

belirleyen 6nemli faktorlerdir (19, 22-25).

pH

MTA'nin pH degeri karigtirma sonrasi 10,2 iken, bu deger 3 saat sonra
12,5 seviyesine yukselmektedir (17). GMTA ve BMTA'nin pH degerleri
kargilastinildiginda ise, BMTA'nin karisimdan 60 dakika sonra daha yuksek
pH dederine sahip oldugu gdsterilmistir (18). MTA’'nin bu yuksek pH

degerleri, surekli kalsiyum salinimi ve KH formasyonuna baghdir.

Radyoopasite

MTA radyoopak &zelligini iceriginde bulunan bizmut oksitten
almaktadir (13). Yapilan c¢alismalarda MTA’nin radyoopasitesi 7.17 mm
kalinhginda ki aluminyum ile esdeger olarak bulunmustur (17). Bu deger
Super-EBA ve IRM ile kargilastirildiginda daha yuksektir (Cam iyonomer
siman <3 mm, Kalzinol, Super- EBA ve IRM 5-8 mm, guta perka 6.1
mm)(26). BMTA ve GMTA iginde esit miktarda bizmut oksit kullaniliyor
olmasina ragmen BMTA'nin daha yuksek radyoopasiteye sahip oldugu ve



bununda muhtemelen iceriklerinde yer alan materyallerin farkliliklarindan

kaynaklandigdi rapor edilmigtir (9, 18).

Partikiil Bliyuklugu

Bir cok galismada BMTA, GMTA ve PS’nin partikal bayUkligu ve sekli
kargilastinimistir. Bu calismalarda BMTA’nin partikul buyuklugunun, diger
ikisiyle kargilastirildiginda daha ince oldugu, GMTA ve PS’nin ise birbirine
¢ok benzer oldugu gosterilmigtir (27-29).

2.1.3 Antibakteriyel ve Antifungal Ozellikler

Yapilan birgok galisma MTA’nin bazi mikroorganizmalar Uzerinde
sinirli antimikrobiyal etkisi oldugunu gostermektedir. Fakultatif ve zorunlu
anaerop bakteriler ile yapilan bir galismada, MTA'nin “Streptococcus fecalis”,
“Staphylococcus aureus” ve “Bacillus subtilis” gibi bazi fakultatif bakteriler
uzerinde ve zorunlu anaeroplarin higbirisi Uzerinde etkili olamadigi
gOsterilmigtir (30).

Estrela ve dig. (31) tarafindan yapilan bir galismada MTA, KH, PS,
Sealapex ve Dycal materyallerinin antimikrobiyal 6zellikleri karsilastiriimis ve
KH’nin antimikrobiyal etkinliginin digerlerine goére daha iyi oldugu
gOsterilmistir.

BMTA ve GMTA’nin antifungal etikleri Uzerine yapilan ¢alismalarda da
farkhliklar gorilmektedir. Bazi ¢alismalar BMTA ve GMTA'nin antifungal etki
gOsterebildigini bildirirken, bazilarida GMTA’'nin sinirli etkili oldugu veya hig
etkili olmadig1 ifade etmektedir. Ornegin, Al-Nazhan ve dig. (32) tarafindan in
vitro olarak yapilan bir galismada taze olarak hazirlanan ve 24 saatte
sertlesmis MTA’nin “Candida albicans” Uzerinde antifungal etki olusturabildigi
gosterilmigtir. Al-Hezaimi ve dig. (33) tarafindan BMTA ile “Candida albicans”
Uzerinde yapilan bir galismada ise MTA konsantrasyonunun antifungal etki
uzerinde 6nemli bir faktor oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak incelenen literattirler MTA’nin antibakteriyel ve antifungal
etkinliginin oldugunu, toz-sivi oraninin azaltilmasinin bu etkiyi olumsuz olarak

etkiledigini ortaya koymaktadir (8).



2.1.4 Sizdirmazlik Ozelligi

Endodontik tedavide basarisizlik, ¢cogu zaman irritan maddelerin

patolojik olarak etkilenmis kok kanallarindan periradikiler dokulara sizmasi

sonucu gerceklesmektedir. Bu nedenle basarili bir endodontik tedavi igin

kullanilan materyalin kapama o6zelligi ¢ok iyi olmali, bakteriler basta olmak

Uzere irritan maddelerin gegisine olanak vermemelidir. Boyalar (metilen

mavisi, fuksin, rodamin B, gimus nitrat vb.), sivi filtrasyonu, protein sizintisi,

bakteriyel sizinti gibi c¢esitli yontemler uygulanarak, MTA'nin farkh kullanim

sekillerine goére sizdirmazhk o6zelligini ortaya koyan birgok calisma

yapimigtir.

b)

d)

—KOk ucu dolgu materyali olarak kullanildiginda;

MTA'nin  diger dolgu materyalleri ile karsilastirildiginda boya
penetrasyonuna daha direngli oldugu, dentinal duvar kalinhgi, boyanin
pH’sI, boyanin tipi, selasyon yapici ajanlarla uygulama 6ncesi 6n iglem,
cevre kosullari, MTA'nin boya igine yerlestiriimeden 6nceki sertlik durumu
gibi faktorlerin bu direng Uzerinde etkili oldugu gosterilmistir (34—41).

Svi filtrasyonu galigmalart MTA’nin amalgam ve Super EBA’ya gore daha
ustln oldugunu gostermistir (42—45).

Valois ve Costa (46) tarafindan sigir albumini kullanilarak yapilan bir
calismada MTA kalinhiginin kapatma ozelligi Uzerine olan etkisi
incelenmigtir. Bu galigmaya gore 4 mm kalinligindaki MTA'nin, daha ince
kalinliklara gore daha az sizdirma yaptigi tespit edilmigtir. Yine diger bir
calismada pH’nin protein sizintisi Gzerine olan etkisi incelenmis ve bazik
pH’'da saklanan diglerin, asidik pH’da saklananlara gore sizdirmaya kargi
daha direngli oldugu tespit edilmistir (47).

MTA ile ilgili birgok bakteriyel sizinti calismasi yapilmistir. Bu galismalarin
¢ogu MTA’'nin amalgam ve Super EBA ile karsilastirildiginda bakteriyel
penetrasyona daha direncli oldugunu goéstermistir (48-51). Endotoksin,

gram negatif bakteri hucre duvarinin bir bileseni olup, endotoksinlere



—Perforasyon tamir materyali olarak kullanildiginda;

a) Yapilan birgok calisma MTA perforasyon tamir materyali olarak
kullanildiginda boya penetrasyonuna direncinin daha fazla oldugunu
goOstermigtir (63-55). Bununla birlikte MTA’nin uzun sertlesme suresi,
onemli bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

b) Sivi filtrasyon c¢alismalari, MTA’'nin perforasyon tamir materyali olarak
kullanildiginda diger materyallere karsi bir Ustunlik saglamadiginin
gostermiglerdir (56).

c) Fusobacterium nucleatum kullanilarak yapilan bir bakteriyel sizinti
calismasinda, MTA’nin amalgama goére daha iyi oldugu gosterilmistir (57).
MTA ve PC'yi karsilastiran diger bir ¢galismada ise iki materyal arasinda

onemli bir fark bulunamamistir (58).

Sonug olarak tim yapilan ¢alismalari degerlendirdigimizde MTA’nin belli
bir oranda mikro sizinti gosterdigini, diger retrograd dolgu maddelerinden
amalgam ve c¢inko oksit 6jenol simaniyla karsilastirildiginda ¢ok daha Ustin

Ozellikler gosterdigini sdyleyebiliriz.

2.1.5 Biyouyumluluk Ozelligi

Biyouyumluluk, malzeme ve vicut sivilarinin kimyasal etkilesimi ve bu
etkilesimin fizyolojik sonuglarinin vicuda ne kadar zarar verip vermedigidir.
Bir malzemenin biyouyumlu olmasi i¢in bulundugu canlidaki fizyolojik ortam
tarafindan kabul edilmesi gerekir. Diger bir deyigle materyalin kendine 6zgu
uygulamalari sonrasi, uygun konak doku cevabl olusturabilmesi
gerekmektedir.

Endodontik tedavi surecinde kok kanalinin doldurulmasinda kullanilan
materyaller, periapikal bag dokusu ile temas halindedir. Kullanilan materyalin

biyouyumlulugunun dusik olmasi, temas bolgesinde enflamatuar



reaksiyonlarin gelismesine ve tedavide basarisizliga yol agabilmektedir. Bu
nedenle konservatif pulpa ve endodontik tedavilerde kullanilacak
materyaller, lokal etki olusturarak pulpal ve periodontal dokularda irritasyon
olusturmamali, sistemik dolagsima gecgerek sistemik toksisiteye ve alerjik
reaksiyonlara neden olmamalidir.

Gunumuze kadar MTA'nin biyouyumlulugu ile ilgili bircok calisma
yapilmistir. Yapilan bu galismalarin bazilarinda kullanilan hucre tipi, galisma
suresi, materyalin hazirlanma sekli gibi faktorlere bagli farkli sonuclar
g6zlenmekle birlikte MTA’nin genel olarak biyouyumlulugunun yuksek
oldugunu gormekteyiz.

Kettering ve Torabinejad’in (59) Salmonella typhimuriumu kullanarak
yaptiklari standart Ames mutajenite testinde, MTA’nin mutajen olmadigi
gOsterilmistir.

Yine fare beyni kortikal hiicrelerinde, MTA, diaket, amalgam ve Super
EBA’nin norotoksisitesinin karsilastirildigr bir galismada, MTA diginda tim
materyallerin norotoksik oldugu gosterilmigtir (60).

Masuda ve dig. (61) tarafindan fareler Uzerinde yapilan bir ¢galismada
MTA’'nin mikrosirkulasyon uzerinde bir yan etkisi olmadigi, uygulamadan 4
hafta sonra mikrosirkulasyonun tam olarak gergeklestigi ve yeni damar
olusumu gosterilmigtir. Yine Tunca ve dig. (62) tarafindan 2007 yilinda fareler
Uzerinde vyapilan bir calismada MTA’'nin, doz badimli olarak damar
kontraksiyonunu arttirdigi gosterilmistir.

Cesitli hicre kaltur yontemleri ile yapilan birgok ¢alismada MTA’'nin en
az sitotoksik dental materyallerden biri oldugu gosterilmistir. Torabinejad ve
dig. (63)Un 4 farkh materyali Kkarsilastirarak yaptigi calismada taze
karistinimis ve sertlesmis MTA ile amalgamin Super EBA ve IRM’ye gore
daha az sitotoksik oldugunu gostermigtir. MTA, Super EBA ve amalgamin
kargilastinldigi diger bir calismada taze karistirlmis MTA'nin diger ikisine
go6re daha az sitotoksik oldugu saptanmistir (64).

Haglund ve di§g. (65)in fare fibroblast ve makrofaj hicrelerini
kullanarak, taze karistirilmig ve sertlesmis MTA, IRM, amalgam ve retroplast

materyallerini karsilastirdiklari ¢alismada, tUm kok ucu dolgu maddelerinin,
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fare fibroblast ve makrofajlarinin blydmesini inhibe ettigi, amalgam ve
MTA’nin hicre blylumesine etkilerinde belirgin bir farkliik bulunmadigini
saptamiglardir.

Camp ve dig. (66)'nin Geristore, MTA, amalgam ve Super EBA gibi
degisik kok ucu dolgu materyallerinin insan periodontal ve gingival fibroblast
hicreleri ile baglanmalarini inceledikleri ¢alismada en iyi baglanma
Geristore’da gozlenmigtir.

Kimyasal bilegimlerinin farkhlik godstermesi nedeniyle BMTA ve
GMTA'yI karsilastirmak Uzere yapilan bir calismada, BMTA, GMTA 1 ve 28
gun sureyle osteoblast hucre kultirinde muamele edilmis, 1gunluk
uygulamanin biyouyumlulugunun, 28 gunlik uygulamaya gore daha iyi
oldugu gosterilmistir (16).

MTA varhginda degisik tipte sitokin ve biyolojik markirlarin sentezini
inceleyen cok sayida hucre kudltura caligsmasi mevcuttur. Huang ve dig.
(67)'nin enflamatuar sitokinlerin sentezi Uzerine yaptiklari ¢calismada MTA
varliginda IL—4 ve IL-10 duzeyinin Super EBA ve KH bazli materyale (Life)
g6re daha fazla oldugunu goéstermiglerdir.

Pistorius ve dig. (68)’in gingival fibroblast hicrelerini kullanarak MTA,
amalgam ve inert titanyum alasim kullaniminda huacresel PGE;, sentezini
kargilastirdiklari ¢alismada, amalgamin PGE; sentezini azalttigini, MTA ve

inert titanyum alasimin ise arttirdigini goéstermiglerdir.

2.1.6 MTA’nin Klinik Kullanim Alanlari

Pulpa kaplamasi, kok ucu kapatilmasi ve furkal perforasyonlarin tamiri
gibi ¢esitli klinik uygulamalarda alternatif olarak kullaniimasina ragmen MTA
ilk olarak kok kanal ucu dolgu materyali olarak kullaniimistir (69).
Biyouyumluluk, iyi ortuleme yetenegi, dental pulpa ve periradikuler dokularin
rejenerasyonunu arttirma kapasitesi MTA’nin klinik kullanimindaki temel

Ozellikler olarak karsimiza cikmaktadir.
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MTA’nin Klinikte kullanim alanlarini asagidaki gibi siniflandirabiliriz
(69);

a) lyatrojenik perforasyonlarin kanal igi tamiri

b) Rezorpsiyon tedavisi

c) Cerrahi ve cerrahi olmayan yaklasimlarda dolgu maddesi olarak
d) Vital pulpa tedavisinde kaplama maddesi olarak

e) Apeksifikasyon sirasinda apikal bariyer olusturmak icin

f) Kanal tedavili dislerde uygulanan internal agartmada bariyer olarak.

2.2 Portland Siman

MTA’nin temel yapisini olugsturmasi, maliyetinin daha az ve daha kolay

ulasilabilir olmasi gibi sebeplerden dolayi, Portland siman (PS) MTA’ya bir
alternatif olarak buyuk ilgi gérmastir (70). Funteas ve dig. (71)in MTA ve
PS’yi  karsilagtirdiklari  galismada, PS’de bizmut oksit (Bi203)
saptanamamasi disinda her iki materyal arasinda blyuk benzerlik oldugu
gOsterilmistir.
Kalsiyum oksit (CaO), silika (SiO2), aluminyum oksit (Al,O3) ve demir oksit
(Fe203), PS’'nin temel ham maddelerini olusturmaktadir (15). Hazirlanma
asamasinda, bu bilesenler istenilen oranda karistirihp, 6gutildikten sonra
1400-1600 °C’ye kadar isitilirlar. Simanin sertlesme siresinin kontrol
edilebilmesi icin “gypsum” (CaSO44H,0) eklenir. Trikalsiyum silikat
(3Ca0-Si02), dikalsiyum silikat (2CaO-'SiO2), trikalsiyum aluminat
(3Ca0-AlI203) ve tetrakalsiyum aluminoferrit (4CaO-Al203°'Fe203) ortaya
¢ikan son drunun igerigini olusturur.

PS’nin biyouyumluluguna yonelik olarak yapilan ¢alismalarda oldukga
olumlu sonuglar vermistir. Abdullah ve dig. (72)'nin SaOS-2 osteosarkoma
hicrelerinde cam iyonomer, MTA, PS’yi kullanarak karsilastirmali olarak
yaptigi biyouyumluluk c¢alismasinda, PS’nin toksik olmadigini ve kemik
iyilesmesine olumlu etkileri oldugunu gdstermislerdir. Saidon ve dig. (73)’Un
domuz mandibulasinda MTA ve PS'nin sitotoksik etkilerini in vitro olarak

kargilastirdiklari calisma ile her iki materyalinde benzer biyouyumluluk
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gosterdigini ortaya koymuslardir. Ribeiro ve dig. (74)un PS MTA’nin fare
lenfoma hicrelerinde in vitro olarak yaptiklari gcalismada, her iki materyalin de
sitotoksik olmadiklari bildirilmistir.

PS ve MTA'nin fiziksel ve biyouyumluluk &zelliklerine yonelik yapilan
tum bu galismalar sonucunda, her iki materyalin benzer biyolojik ve yapisal
Ozelliklere sahip oldugunun gosterilmesi, MTA’'nin pahali bir materyal olmasi
PS’nin klinik uygulamalarda MTA’ya alternatif olabilecegi fikrini ortaya
cikarmigtir.

2.3 Osteokalsin

Osteokalsin (OK), osteoblastlar tarafindan sentezlenen kemik ve
dentinin yapisinda bulunan non-kollajen6z yapida bir proteindir. “Bone
gamma-carboxyglutamate (gla) protein” (BGLAP) olarak da bilinen OK,
BGLAP geni tarafindan kodlanmakta olup bu gen insanda birinci
kromozomun uzun kolunda (1925-1q31) bulunmaktadir (75,76). OK vucutta
kemik mineralizasyonu ve kalsiyum iyon dengeside rol almasi disinda bazi
metabolik siireclerde de rol alir (77). Ornegin OK, viicutta bir hormon gibi
hareket ederek pankreas beta hucrelerinden insulin salinimini arttirirken,
ayni zamanda yag hucrelerinden insulin duyarlihgini arttiran adinopektin
salinimini uyarir.

OK, daha dncede belirtildigi gibi osteoblastlara spesifik olan birkag
proteinden birisi olup, hormonlara ait bir cok 6zellige sahiptir. Hicre spesifik
bir molekul olup, pre-pro molekull olarak sentezlenip genel dolagima salinir
(77).

OK, kalsiyum iyonunu kemik matriksine baglayan bir protein olup
gelisen kemikte kemik olusumuna katkida bulunur. Kemik formasyonunun bir
biyomarkiri olarak kullaniimakta olup kemik hastaliklarinin
degerlendiriimesinde kullanilir. Ornegdin osteoporoz hastalarinda tedavi
surecinde OK’nin artmis serum duzeyi, kemik mineral dansitesinde (KMD)
iyilesmenin bir gostergesi olarak kullaniimaktadir.

Ivanovski ve dig. (2) gingival ve periodontal ligament fibroblaslari

uzerinde kemikle iligkili makromolekullerin ifade sekillerini inceledikleri
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calismada, periodontal ligament hucrelerinin osteoblastik 6zelliklere sahip
oldugunu, ekstraselller matrikse ait sert ve yumusak konnektif dokuyu
olusturabildigini ifade etmislerdir. Gingival fibroblast huicrelerinde ise bu

Ozellik saptanamamistir.
2.4 Osteonektin

Osteonektin (ON), non-kollajen6z yapida bir glikoprotein olup, kemik
formasyonu suresince osteoblastlar tarafindan sentezlenmektedir. ON,
SPARC (secreted protein, acidic, cysteine-rich) olarakta bilinmekte olup 5 nci
kromozomun uzun kolunun q31.1 —g32 bolgesinden kodlanmaktadir (78).

Mineralizasyonun  baslangic d6neminde ve mineral kristal
formasyonunda rol aldigi bilinmektedir (79). Kalsifikasyonun, Ca*? tuzlarinin
kollajen fibriller Gzerine ¢gokmesi ile baslamakta olup bunu proteoglikanlar ve
Ca*? baglamada yiiksek afinitesi olan glikoproteinler (osteonektin) baslatir.

ON, kemik vyapisinda bulunan hidroksiapatit [(kalsiyum tuzu)
Caq19(PO4)s(OH),] ve kollajene secici olarak baglanma gosterir (80).
Sementogenezis suresince, ON fibroblast, sementoblast ve sementosit
hicreleri  tarafindan  sentezlenir (81). ON’nin  dentinogenezis ve
sementogenezis suresince ekspresyonu, ilgili dokunun kalsifikasyonu ile
yakindan iligkilidir.

Martinez ve Araujo (3)un dental pulpa ve gingival fibroblast
hicrelerinde ekstraselller matriks proteinlerinin ifade seklini inceledikleri in
vitro calismada pulpal fibroblast hucrelerinin osteonektin yéninden pozitif
oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu dental pulpa fibroblast hiicrelerinin
fizyolojik uyaranlar ile odontoblastlara dénisebildigini ve dolayisiyla sert doku
mineralizasyonunda, dentin formasyonunda fonksiyon  gorebildigini

gOstermektedir.
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Komutanhgi Arastirma Bilimsel Kurulu (AR-2010/71 numarah ve 11 Ekim
2010 tarihli proje) destegi ile gerceklestiriimistir. Calisma Gulhane Askeri Tip
Akademisi Etik Kurulu tarafindan 21 Subat 2011 tarihinde (No:167)
onaylanmistir. Calisma Mart 2011- Haziran 2011 tarihleri arasinda Arastirma
Bilimsel Kurulu'nun 15.000 TL’lik butce destegi ile sarf malzemeleri alinarak
yapilmistir.
3.1 Hiicre Kiilturuniin Olusturulmasi

Bu calismada periodontal olarak saglikli, ortodontik ¢ekim
endikasyonu olan gonulli hastalarin diglerine ait dental pulpa dokusu
kullaniimistir. Dogrudan c¢alismaya yonelik olarak herhangi bir kisiden dis
cekimi yapilmamistir. Gonulla bireylerden elde edilen doku érnekleri tagsima
solisyonuna alindiktan sonra laboratuara getirilmis ve steril petri kabina
alindiktan sonra yikama yapilarak hucre kaltiru igin hazir hale getirilmistir.
Doku 6rnekleri 25 cm?lik doku kiiltiir kaplarina (flask) aktarildiktan sonra
uzerine %10 fetal kalf serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %2 L-glutamin
iceren 3 ml DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Biological
Industries, 25115, Kibbutz Beit Haemak, Israel) besiyeri ilave edildi. Doku
kaltar kabinin agzi hafif agik birakilarak, %5 CO, varliginda ve 37 °C’ de
etlive hiicrelerin tremesi igin kaldirildi. Ug¢ giinde bir, hiicre kiltiir besiyeri
tazelenerek hucrelerin Uremesi invert 1Sk mikroskobu altinda kontrol edildi.
Yeterli ureme elde edildikten sonra flask i¢ginde bulunan 3 ml besiyeri alindi.
Flask zeminine yapisan hdcrelerin kap yuzeyinden kalkmalari igcin 1,5 ml
tripsin-EDTA konularak 5 dakika sureyle 37 °C’de bekletildi. Hafif pipetaj ile
hlcrelerin birbirinden iyice ayrilmasi saglandi. Doku kualtar kabina 3 ml. lik
DMEM besiyeri eklenerek tripsin-EDTA'nin aktivitesi inhibe edildi. Altinci

pasajlamadan sonra elde edilen dental pulpa fibroblast hiucrelerinin bir kismi
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daha sonraki ¢alismalarda kullaniimak Uzere stok olarak kullanildi ve hucre
kultur islemine devam edildi.
3.2 MTA ve PS’nin Hazirlanigi

Calismada MTA ve PS taze hazirlanmis ve sertlesmis olmak Uzere iki
sekilde hazirlandi. Taze olan 6rnedi hazirlamak icin GMTA, BMTA ve PS
dretici firmanin talimatlar dogrultusunda (100 mg) steril su ile hazirlandiktan
sonra 2 mg/well olacak sekilde 15 ml.’lik falkon tipu i¢ine konuldu. Daha
sonra uzerlerine 300, 600, 900 ve 2700 pl DMEM eklendi. Sertlesmis
materyal hazirlanirken GMTA, BMTA ve PS yine Uretici firmanin talimatlari
dogrultusunda (100 mg) steril su ile hazirlandiktan sonra 0,3 x 0,5 mm.
capinda moldlar igine aktarildi ve 37 °C’de 72 saat sureyle tutularak
sertlesmesi saglandi. Sertlesmesini tamamlayan materyaller 2 mg/well
olacak sekilde 15 ml.’lik falkon tipu icine konduktan sonra uzerlerine 300,
600, 900 ve 2700 pl DMEM eklendi. Taze ve sertlesmis materyaller daha
sonra 37 °C’'de 24 saat sureyle tutularak materyallerin sivi icine kimyasal
salinim yapmasi saglandi. Solusyonlar daha sonra 0,2 pl'lik filtrelerden
gegirildi ve bdylece iki farkh sekilde hazirlanmis 1:1, 1:2, 1:4 ve 1:10’luk
dilisyonlarda solusyonlar elde edilmis oldu. Elde edilen solusyonlar daha

sonra ultraviyole isik altinda tutuldu.

3.3 Kantitatif Gergcek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
3.3.1 RT-PCR Oncesi Hiicre Kiiltiirii

24’10k doku kultar kaplari igine hucre kaltura ile ¢ogaltilan dental pulpa
fibroblast hucreleri ekilerek Uzerlerine 1 ml. DMEM solisyonu eklendi.
Ornekler yaklasik 1x10° hiicre olusana ve tim yiizeyi kaplayana kadar %5
CO; varliginda ve 37 °C’ de etivde tutuldu. Besiyeri her U¢ gunde bir
degistirilerek hlucre gogalmasi invert 1sik mikroskobunda izlendi (Sekil 3.1).
Yeterli hiicre Uremesi saglandiktan sonra her bir 6rnekten alti kuyucuk olacak
sekilde sertlesmis ve taze BMTA, GMTA ve PS’ ye ait :1, 1:2, 1:4 ve 1:10’luk
dilisyonlardan 200 ul eklendi ve tekrar %5 CO, varlidinda ve 37 °C’ de etluve
kaldirildi. 24 ve 72nci saatlerin sonunda doku kultir kabinin tabanina

yapismis halde bulunan hicreler RNA izolasyonu i¢in 1.5 ml.lik ependorf
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tiplerine alindi. Bu igslem igin Oncelikli olarak flask zeminine yapisan
hacrelerin kap yuzeyinden kalkmalari igin 500 pl tripsin-EDTA konularak 5
dakika slreyle 37 °C’de bekletildi. Hafif pipetaj ile hiicrelerin birbirinden iyice
ayrilmasi saglandi. Doku kudltir kabina yine 500 pl fetal kalf serumu
eklenerek tripsin-EDTA’'nin aktivitesi inhibe edildi. Daha sonra 6rnekler 1.5
ml.lik ependorf tlplerine alinarak 1300 rpm’de 5 dakika silreyle santrifj
edildi. Santriflj sonrasi Ustte kalan slUpernatant uzaklastirilarak 6rnekler
Uzerine 500 uyl PBS eklenerek -80 °C’de RNA izolasyonu yapilana kadar
bekletildi.

Sekil 3.1: RNA izolasyonu igin yapilan hicre kultiri ve dental pulpa
fibroblast hicrelerinin invert 151k mikroskobundaki géruntisu

3.3.2 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen
Biosciences, ABD) kullanilarak yapildi. RNA izolasyonunda daha énce hucre
kalturd sonrasi PBS iginde saklanan hicre oOrnekleri kullanildi. Hucreler
yaklasik 2.000 x g'de 5 dakika santrif(ij edildi. Supernatant atildiktan sonra
tup icinde kalan pellet Gzerine 400 ul hicre lizis tamponu (Buffer R-I) eklenip
hicreler homojenize edildi. Daha sonra 150 ul nétralizasyon tamponu (Buffer
R-1l) eklendi ve 15-30 saniye vortekslendi. Daha sonra 12.000 x g'de 5
dakika sureyle santriflij edilerek DNA ve protein yapilarinin ¢gokmesi RNA
molekulinin ise asili kalmasi saglandi. Santrifij sonrasi supernatant 1.5
ml’lik mikro tUplere aktarildi. Tupler Uzerine 250 pl izopropanol eklenerek

vortekslendi. Daha sonra materyal “spin column” icine aktarilarak 6.000 x
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g'de 1 dakika slreyle santrifij edildi. 500 pl yikama tamponu (Buffer W1A)
eklenerek 12.000 x g’de 1 dakika sureyle santrifij edildi. 700 ul “desalting”
tamponu (Buffer W2) eklenip 12.000 x g’de 1 dakika sureyle santrifuj edildi.
Bu yikama islemi bir kez daha tekrar edildikten sonra 12.000 x g’de bos
olarak tupler cevirilerek rezidiel ylkama sollisyonlarinin uzaklagsmasi
saglandi. Daha sonra “columlar” temiz 1.5 ml'lik mikro tlp i¢ine aktarilarak
uzerine 70 yl “elusyon” tamponu (Buffer TE) eklendi ve 1 dakika sureyle oda
Isisinda bekletildi. 12.000 x g'de 1 dakika sureyle santriflj edilerek “spin
kolum” Gzerinde bagh olan RNA molekullinin temiz mikro tUp igine gegmesi
saglandi. Elde edilen RNA molekull bir sonraki ¢alismaya kadar -80 °C’de
muhafaza edildi.

3.4.3 cDNA Sentezi

RNA molekilinden gen ekspresyon calismasi yapilabilmesi igin
oncelikli olarak tek zincirli RNA molekulunun revers transkriptaz enzimi ile gift
zincirli hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amacla cDNA sentezinde
“RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit” (Fermentas Life Sciences)
kullanildi. 0,2 ml.’lik reaksiyon tlplerine RNA, oligo (dT) primer ve steril su
eklendi ve 65 C° de 10 dakika tutularak primer ve RNA'nin denatlirasyonu
saglandi. Sonrasinda reaksiyon tuplerine Tablo 3.1° de yer alan diger
bilesenler eklenerek cDNA sentez islemi 42 C° de 60 dakikada tamamlandi.
Sentez sirasinda Oligo (dT) primerler kullanildi§i igin sadece mRNA’ lar
cDNA’ ya cevrildi. Reaksiyon sonrasi elde edilen cDNA’lar -20 C° de

saklandi.
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Tablo 3.1. cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek igin
Total RNA 0.1-5 pg
‘DEPC-Treated” su 9 ul
Oligo (dT) Primer 1 Ml
5X Buffer 4 ul
RNase inhibitor 1ul
Deoksinukleotid Mix (dNTPs) 2 ul
M-MuLV Reverse Transcriptase 1l
TOPLAM 20 pl

3.3.4 Kantitatif Gergcek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

cDNA sentezini takiben yapilan kantitatif RT-PCR yontemi hizi ve
kolayligi nedeniyle gen ekspresyon analizlerinde en fazla tercih edilen
yontemdir. Yontem olarak rolatif kantitasyon yontemi kullanildi. Rolatif
kantitasyon islemi igin SYBR Green | kullanildi. Bu islem igin Light Cycler
FastStart DNA Master SYBR Green | kiti (Roche-Almanya) kullanildi.
Calismada olabilecek metotsal hatalari dizeltmek maksadi ile
ekspresyonunun hicreler arasinda farkli olmadigi varsayilan “glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz“ (G6PD) geni referans gen olarak kullanildi.

Rolatif kantitasyon yonteminde endojen referans kullanilarak (G6PD),
reaksiyona eklenen total RNA miktarindaki olabilecek farkliliklara karsin
ekspresyon duzeyi Olgulmek istenen hedef mRNA'nin normalizasyonu
saglandi. cDNA sentezi ve RT-PCR iglemlerinin, verimliliginin
normalizasyonu igin rolatif standart egri kullanildi. Bu egrinin gizilmesi igin
normal érneklerden izole edilen RNA 1, 1/3, 1/9 1/27 1/81 dilusyon halinde
hazirlandi. Bu dilusyonlar kullanilarak kantitatif RT-PCR gerceklestirildi.
Reaksiyon sonrasi Lightcycler software 4.0 Vers. programi kullanilarak rolatif
standart egri hazirlandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Calismada kullanilan Lightcycler software 4.0 Vers. programi ile
rolatif standart egri.

Reaksiyon, asagida belirtilen sikluslar ve reaksiyon bilesenleri (Tablo 3.2 )

kullanilarak yapildi.

e Baslangic siklusu — Denatirasyon : 95 C” de 10 dk.
e Amplifikasyon siklusu — Denaturasyon : 95 C” de 10 sn.
Baglanma : 61 C” de 05 sn.
Uzama : 72 C” de 10 sn.

Amplifikasyon siklusunda belirtilen ¢ basamak 45 kez tekrar edildi.

o “Melting curve” siklus— 65 C” den 0.1 C’/sn ylUkselecek sekilde

95C” ye c¢ikariimasi

e Sogutma siklus — 40 C”de cihazin sodutulmasi

Tablo 3.2. RT-PCR reaksiyon bilesenleri.

RT-PCR Reaksiyon Bilesenleri 1 reaksiyon
Forward primer 1.25 i
Reverse primer 1.25 pl
SYBR Green | Miks 2.0 ul
MgCl, 2.0yl
dH>0 11.5ul
gDNA 2.0yl
Total Voluim 20.0 pl
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Kurulan her reaksiyonda “melting curve” analizi ile genotiplendirme
yapilarak RT-PCR’nun spesifikligi degerlendirildi (Sekil 3.3).

Melting Curves

Fluorescence (530)

65 68 70 72 74 75 78 B0 82 84 86 88 90 92 o4
Temperature {"C}
e

Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (530)

& 68 70 72 74 75 78 80 82 @4 86 &5 90 92 94
Temperature (°C)

Sekil 3.3 Calismada kullanilan Lightcycler software 4.0 Vers. programi ile
olusturulan rolatif “melting curve” analizi.

Her bir reaksiyon igin “melting curve” analizi ile RT-PCR’In
spesifikligine bakildiktan sonra kantitatif incelemeye gecildi (Sekil 3.4, 3.5).
Lightcycler software Vers. 4.0 programi kullanilarak hedef mRNA
normalizasyon oranlari tespit edildi. Program &rneklere ait amplifikasyon

egrilerinden normalizasyon oranlarini otamatik olarak hesapladi.
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Hedef Gen Amplifikasyon Egrisi

Floresan {530)
T

O 2 4 B 8 1012 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38 40 47 44
Siklus

Sekil 3.4 Calismada kullanilan Lightcycler software 4.0 Vers. programi ile
olusturulan hedefe ait amplifikasyon egrisi. Yatay ¢izgi siklus
sayisi, dikey c¢izgi amplikasyona bagll florasan artigini
gOstermektedir.

Referans Gen Amplifikasyon Egrisi

11 483
10,453
9453
8483
7 483
6483
5483
4.483
3.483
2 453
1 453
04831

Floresan {530}

O 2 4 6 & 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 30 40 42 44
Siklus

Sekil 3.5 Calismada kullanilan Lightcycler software 4.0 Vers. programi ile
olusturulan referansa ait amplifikasyon egrisi. Yatay cizgi siklus
sayisi, dikey c¢izgi amplikasyona bagl florasan artigini
gOstermektedir.
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3.3.5. RT-PCR Kullanilan Primerler :
e G6PD Primer Dizini: Primerler, Primer “Blast Software” kullanilarak
dizayn edildi. Primer dizileri;
G6PD “Forward”: 5- AGC CCC CGG AAACGG TCG TA -3’

G6PD “Reverse”: 5- GGA TCC CGC ACA CCT GGG TC -3

G6PD geni mRNA gen bankasi erisim numarasi, NM_000402.3
ve PCR Urdnu buydklugu 119 baz cifti idi.

e Osteonektin (ON) Primer Dizini: Primerler, Primer “Blast Software”

kullanilarak dizayn edildi. Primer dizileri;

ON “Forward”: 5'- CGC ATG CGG GAC TGG CTC AA -3'
ON “Reverse”: 5'- ACG GGG TGG TCT CCT GCC TC -3

ON geni mRNA gen bankasi erisim numarasi, NM_003118.2 ve PCR
arindniin baydkluga 143 baz gifti idi.

e Osteokalsin (OK) Primer Dizini: Primerler, Primer “Blast Software”
kullanilarak dizayn edildi. Primer dizileri;
OK “Forward”: 5- CAG CCA CCG AGA CAC CAT GAG A -3
OK “Reverse”: 5- GCG CCT GGG TCT CTT CAC TAC CT -3’

OK geni mRNA gen bankasi erisim numarasi, NM_199173.4 ve PCR
artnundn bayuklugu 169 baz cifti idi.

3.4 istatistiksel Analizler:

Hucrelerden elde edilen Osteonektin olgcim degerlerinin  normal
dagihma uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Osteonektin  degerlerinin  normal dagilima uymadiklari goéruldiglinden
tanimlayici istatistikler ortanca (Ceyreklikler Arasi Genislik — CAG,
Interquartile Range — IQR) olarak gosterildi. Deney gruplari arasindaki
farkhliklar kontrol etmek igin Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizine

bagvuruldu. Gruplar arasinda farklihk bulundugunda farkin kaynagini
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belirleyebilmek amaci ile Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney testi post-hoc
ikili kargilastirmalar icin kullanildi. Materyal hazirlanma sekli (taze — sert) ve
Olgim zamani (24 — 72 saat) arasindaki farklihklar Mann-Whitney testi ile
arastirildi.  Deney gruplarinda dilisyondan kaynaklanan farkliliklari
bulabilmek amaci ile Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizine
basvuruldu. Dilisyonlar arasinda farkliik bulundugunda farkin kaynagini
belirleyebilmek amaci ile Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney testi post-hoc
ikili karsilagstirmalar igin kullanildi. Tum istatistiksel analiz ve hesaplamalar
MS-Excel 2003 ve SPSS for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL., USA)
paket programlari ile yapild. istatistiksel kararlarda p<0.05 seviyesi anlamli
farkhligin gostergesi olarak kabul edildi.
3.9 Kullanilan Kimyasallar ve Ticari Kitler

1. RNA izolasyon kiti (Axygen Biosciences, ABD)

2. cDNA Sentez Kiti (Fermentas Life Sciences-EU)

3. Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green | kiti (Roche-
Almanya)
Primer sentezleri (metabion-Almanya)
Agaroz (Serva-Almanya)
Yukleme tamponu (Bioron-Almanya)

Etidyum bromar

© N o g &

100 b¢ molekuler agirlik belirteci (Bioron, Almanya)
9. Etanol (Merck- Almanya)

10.DMEM (Biological Industries, Israel)

11.Fetal Kalf Serumu (PAA LAb.-Almanya)
12.Tripsin-EDTA(Biological Industries, Israel)
13.PBS(Biological Industries, Israel)
14.Penisilin-sterptomisin (Biological Industries, Israel)
15.L-Glutamin (Gibco-ingiltere)
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3.10 Kullanilan Cihazlar

2.

© N o g bk ©

9.

Santriflij cihazi (ICE 4R-ABD)

Minisantrifuj cihazi (Sigma-ABD)

Masaustu vorteks cihazi (Retsch Mixer-Almanya)
“Thermal Cycler” (Biorad-ABD)

“Light Cycler 1.5 Real Time PCR (Roche-isvicre)
Yatay elektroforez cihazi (Serva-Almanya)

UV transiliminator (Synegene-ABD)

Is1 blogu (Boeco-Almanya)

10.Hassas terazi (Precisa-isvicre)

11.Mikropipet (Nichiryo-Japonya)

12.Manyetik karistirici (Corning-Almanya)

13.Laminar Flow (Bilser-Turkiye)
14.-80°C Derin Dondurucu (Revco-ABD)
15.Buzdolabi (Argelik-Turkiye)

16.Derin dondurucu (Argelik-Turkiye)
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BULGULAR
4.1 Dental Pulpa Fibroblast Hucrelerinde MTA ve PS Varliginda
Osteonektin Geni mMRNA Ekspresyonu
Dental pulpa fibroblast hlcrelerinde taze ve sertlesmis PS, GMTA,
BMTA ile yaptigimiz osteonektin galismasinda gerek materyaller arasinda
gerekse bu materyallerin dilisyonlari arasinda farkh sonuglar elde ettik.
Deney gruplarinda olgulen en dusuk osteonektin seviyesi 0.001 iken
en yuksek seviye 0.990 olarak olguldu. Osteonektin seviyesi ortancasi 0.480
(IQR=0.348) olarak hesaplandi. ON seviyesi PS grubunda en dusuk 0.001
iken BMTA grubunda 0.170 ve GMTA grubunda ise 0.140 olarak bulundu.
Gruplara gore ON degerleri Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplara gore ON degerleri (genel)

Grup Enaz Encgok Ortanca IQR x2 p
PORTLAND SIMAN 0.001 0.990 0.575 0.340
GRi MTA 0.140 0.930 0.405 0.350 4.431 0.109
BEYAZ MTA 0.170 0.990 0.490 0.348

Tablo 4.1’e gore; deney gruplari arasinda ON ortancalari istatistiksel
olarak farksizdir (y?=4.431; p=0.109).

Deney gruplarinda materyal hazirlanma sekline (taze — sert) gére ON
degerleri incelendiginde en ylksek ortancanin PS grubunda sert materyalde,
en kuguk ortancanin ise BMTA grubunda sert materyalde oldugu goruldui.
Gruplarda materyal hazirlama turine gore ON ortancalart Tablo 4.2°de

gOsterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarda materyal hazirlama turine gore ON degerleri

Materyal
Grup Hazirlama Tiirii En az En ¢ok Ortanca IQR 4 p
Taze 0.210 0.990 0.680 0.275
B P 3991  <0.001
Sert 0.001 0.810 0.430 0.545
) Taze 0.180 0.930 0.415 0.395
GRI MTA 0.763 0.445
Sert 0.140 0.930 0.405 0.310
Taze 0.170 0.990 0.525 0.495
e 0175  0.861
Sert 0.220 0.950 0.490 0.255
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PS grubunda ON degeri ortancasi sert materyal tiriinde taze materyal
tirine goére daha dusuktir (Z=3.991; p<0.001). GMTA ve BMTA grubunda
taze ve sert materyallerin ON ortancalan istatistiksel olarak farksizdir
(sirasiyla Z=0.763; p=0.445 ve Z=0.175; p=0.861) (Tablo 4.2).

Materyal hazirlama turline goére bakildiginda taze materyalde en
yuksek ortanca PS grubunda iken sert materyal grubunda ise en yliksek ON
ortancasi BMTA grubunda olguldu (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. Materyal hazirlama tiiriinde gruplara gore ON degerleri

Materyal

Hazirlama Ortanc )

Tira Grup Enaz En ¢ok a IQR X p
PORTLAND
SIMAN 0.210 0.990 0680  0.275

Taze GRI MTA 0.180 0930 0415  0.395 7.566 0.023
BEYAZ MTA 0170 0990 0525 0.495
PORTLAND
SIMAN 0.001 0.810 0430 0.545

Sert GRI MTA 0.140 0930 0405 0.310 5.515 0.063
BEYAZ MTA 0.220 0950 0490 0.255

Taze materyallerde PS, GMTA ve BMTA gruplarinda ON ortancasi
istatistiksel olarak farkhdir (x*=7.666; p=0.023) (Tablo 4.3). Farklihgin hangi
gruptan kaynaklandigi arastirildiginda; PS ile GMTA gruplari arsindaki
farkhlik anlaml iken (Z=2.753; p=0.006), PS ile BMTA (Z=1.660; p=0.097) ve
GMTA ile BMTA (Z=0.969; p=0.332) gruplarinda ON ortancasi arasindaki
farkhlik istatistiksel olarak énemli degildir. Taze materyalde ON ortancasina
gb6re siralama yapildiginda en yiksek ON ortancasi PS grubunda iken en
dusuk PS ortancasi GMTA grubundadir.

Sert materyallerde deney gruplarinda ON ortancalari istatistiksel
olarak farksizdir (x>=5.515; p=0.063).

Deney gruplarinda hdcre kualtir suresine (24 — 72 saat) gore ON
degerleri incelendiginde en ylksek ortancanin BMTA grubunda 24 saatte, en
kiguk ortancanin ise GMTA grubunda 72 saatte oldugu goruldi. Gruplarda
hdcre kultar stresine gore ON ortancalari Tablo 4.4’de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Gruplarda hiucre kiiltiir suresine gore ON degerleri

Siire
Grup (Saat) En az En ¢ok Ortanca IQR 4 p
PORTLAND 24 0.001 0.990 0.495 0.738
SIMAN 0.310 0.190
72 0.330 0.980 0.605 0.248
. 24 0.280 0.930 0.620 0.425
GRI MTA 5.270 <0.001
72 0.140 0.450 0.290 0.155
24 0.220 0.990 0.690 0.250
BEYAZ MTA 4714 <0.001
72 0.170 0.750 0.405 0.165

PS grubunda ON degeri ortancasi hiucre kultur suresine gore anlamli
farkhlik géstermemektedir (Z=0.310; p=0.190) (Tablo 4.4). GMTA grubunda
24 saatlik hdcre kultarlerinin ON ortancasi 72 saatlik ON ortancasindan
istatistiksel olarak da anlamli miktarda daha yuksektir (Z=0.520; p<0.001).
Benzer sekilde BMTA grubunda da 24 saatlik hucre kulturlerinin ON

ortancasi 72 saatlik ON ortancasindan istatistiksel olarak da anlamli miktarda
daha yuksektir (Z=0.520; p<0.001).

Hucre kultir suresine gore bakildiginda 24 saatlik materyalde en

yuksek ortanca BMTA grubunda iken 72 saatlik materyal grubunda ise en
yuksek ON ortancasi PS grubunda olguldu (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. Hucre kiltiirii suresinde gruplara gore ON degerleri

Hiicre Kiiltiir

2

Siiresi Grup Enaz Encgok Ortanca IQR X p
PORTLAND
STV 0.001 0.990 0495 0.738

24 Saat GRI MTA 0.280  0.930 0.620 0425  6.923 0.031
BEYAZ MTA 0220 0.990 0.690 0.250
PORTLAND
STMAN 0.330 0.980 0.605 0.248

72 Saat GRI MTA 0.140 0450 0290 0.155 34.749  <0.001
BEYAZ MTA 0.170 0.750  0.405  0.165

24 saatlik hacre kultir suresinde PS, GMTA ve BMTA gruplarindan en

az birinin ON ortancasi istatistiksel olarak digerlerinden farkhdir (x?=6.923;

p=0.031). Farklihgin hangi gruptan kaynaklandigi arastirildiginda; PS ile
BMTA gruplar arasindaki farkhlik anlamli iken (Z=2.455; p=0.014), PS ile
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GMTA (Z=1.764; p=0.078) ve GMTA ile BMTA (Z=1.114; p=0.265)
gruplarinda ON ortancasi arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli
degildir.

72 saatlik hacre kultir suresinde PS, GMTA ve BMTA gruplarindan en
az birinin ON ortancasi istatistiksel olarak digerlerinden farklidir (y?=34.749;
p<0.001). Farkhligin hangi gruptan kaynaklandidi arastirildiginda; PS ile
GMTA (Z=5.445; p<0.001), PS ile BMTA (Z=3.837; p<0.001) ve GMTA ile
BMTA (Z=2.806; p=0.005) gruplarinin tamaminda ON ortancas! arasindaki
farkhliklar istatistiksel olarak da dnemlidir.

Deney gruplarinda dilusyonlara gore ON degerleri incelendiginde en
yuksek ortancanin PS grubunda 1/2 dilisyonda, en kiglk ortancanin ise
GMTA grubunda 1/10 dilusyonda oldugu goruldu. Gruplarda dilisyonlara

gore ON ortancalari Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Gruplarda dilisyonlara gore ON degerleri

Grup Diliisyon En az En ¢ok Ortanca IQR X p
1/1 0.010 0.670 0.510 0.153
1/2 0.090 0.890 0.665 0.263
1/4 0.005 0.930 0.430 0.495
1/10 0.001 0.990 0.635 0.753
1/1 0.150 0.900 0.405 0.410
) 1/2 0.180 0.930 0.425 0.555
GRI MTA 2.212 0.530
1/4 0.230 0.930 0.445 0.425
1/10 0.140 0.680 0.345 0.370
1/1 0.210 0.990 0.465 0.460
1/2 0.310 0.950 0.625 0.535
BEYAZ MTA 1.245 0.742
1/4 0.170 0.820 0.505 0.280
1/10 0.220 0.950 0.475 0.208

Tam deney gruplarinin tim dilisyonlarinda ON ortancalari istatistiksel
olarak farksizdir (p>0.05) (Tablo 4.6).

Dilisyonlara gore bakildidinda 1/4 digindaki tum dilisyonlarda PS
grubunun ON ortancasi diger gruplardan daha yUksektir ancak gruplar
arasinda tum dilisyonlarda ON ortancasi istatistiksel olarak farksizdir (Tablo
4.7).
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Tablo 4.7. Dilusyonlarda gruplara gore ON degerleri

Diliisyon Grup En az En cok  Ortanca IQR X P

PORTLAND
SIMAN 0.010 0.670 0.510 0.153

171 GRI MTA 0.150 0.900 0.405 0.410 0.957 0.620
BEYAZ MTA 0.210 0.990 0.465 0.460
PORTLAND
SIMAN 0.090 0.890 0.665 0.263

1/2 GRI MTA 0.180 0.930 0.425 0.555 2.384 0.304
BEYAZ MTA 0.310 0.950 0.625 0.535
PORTLAND
SIMAN 0.005 0.930 0.430 0.495

1/4 GRI MTA 0.230 0.930 0.445 0.425 0.667 0.716
BEYAZ MTA 0.170 0.820 0.505 0.280
PORTLAND
SIMAN 0.001 0.990 0.635 0.753

110  GRiMTA 0.140 0.680 0.345 0.370 0.318 0.206
BEYAZ MTA 0.220 0.950 0.475 0.208

Deney gruplarinda, farkli dilusyonlarda hicre kultart surelerine (Sure)
gbre ON degerlerindeki degisim incelendi (Tablo 4.8). PS grubundaki tim
dilisyonlarda 24 ve 72 saat hucre kultir sureleri arasinda ON ortancalari
istatistiksel olarak farksizdir (p>0.05).

GMTA grubunda tum dilisyonlarda 24 saatlik hicre kultlrd suresinde
Olcilen ON ortancasi 72 saatlik hicre kudlturd suresinde olgulen ON
ortancasindan istatistiksel olarak da anlamli miktarda daha yUksektir
(p<0.05).

BMTA grubunda ise 1/10 dilusyon disindaki tum dilisyonlarda 24
saatlik hucre kultlrG suresinde dlgilen ON ortancasi 72 saatlik hicre kalturt
suresinde olgclilen ON ortancasindan istatistiksel olarak da anlamli miktarda
daha yuksektir (p<0.05). 1/10 dilisyonda ise 24 — 72 saat 6lglimlerindeki ON
ortancasi istatistiksel olarak benzerdir (Z=1.121; p=0.310)
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Tablo 4.8. Deney gruplarinda farkh dilisyon ve hicre kultiirii surelerine gére ON degerleri

Grup Diliisyon Siire En az En ¢ok Ortanca IQR Y4 p
24 Saat 0.010 0.600 0.495 0.568
1/1 0.641 0.589
72 Saat 0.430 0.670 0.530 0.165
24 Saat 0.090 0.890 0.705 0.500
1/2 0.480 0.699
72 Saat 0.370 0.740 0.665 0.145
PORTLAND SIMAN
24 Saat 0.005 0.850 0.240 0.736
1/4 1.281 0.240
72 Saat 0.330 0.930 0.470 0.353
24 Saat 0.001 0.990 0.325 0.913
1/10 0.801 0.485
72 Saat 0.410 0.980 0.700 0.330
24 Saat 0.400 0.900 0.645 0.410
1/1 2.647 0.004
72 Saat 0.150 0.410 0.275 0.110
24 Saat 0.420 0.930 0.715 0.398
1/2 2,722 0.004
. 72 Saat 0.180 0.430 0.225 0.168
GRI MTA
24 Saat 0.440 0.930 0.680 0.453
1/4 2.651 0.004
72 Saat 0.230 0.450 0.370 0.100
24 Saat 0.280 0.680 0.585 0.370
1/10 2.009 0.041
72 Saat 0.140 0.380 0.275 0.173
24 Saat 0.480 0.990 0.765 0.270
1/1 2.882 0.002
72 Saat 0.210 0.450 0.355 0.203
24 Saat 0.580 0.950 0.870 0.280
1/2 2.562 0.009
72 Saat 0.310 0.750 0.370 0.238
BEYAZ MTA
24 Saat 0.490 0.820 0.625 0.278
1/4 2.402 0.015
72 Saat 0.170 0.630 0.405 0.325
24 Saat 0.220 0.950 0.595 0.453
1/10 1.121 0.310
72 Saat 0.370 0.570 0.440 0.110
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Deney gruplarinda, farkli dilisyonlarda materyal hazirlama tirine
(Materyal) gére ON degerlerindeki degisim incelendi (Tablo 4.9). GMTA ve
BMTA gruplarindaki tum dilisyonlarda taze ve sert materyaller arasinda ON
ortancalari istatistiksel olarak farksizdir (p>0.05).

PS grubunda 1/2 ve 1/4 dilisyonlarda taze materyallerde Olgtlen ON
ortancasi sert materyallerde Olctilen ON ortancasindan istatistiksel olarak da
anlamli miktarda daha yuksektir (sirasiyla Z=2.082; 0.041 ve Z=2.242,
p=0.026). 1/1 ve 1/10 dilusyonlarda taze ve sert materyallerden elde edilen
ON ortancalari istatistiksel olarak farksizdir (sirasiyla Z=1.761; p=0.093 ve
Z=1.922; p=0.065).
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Tablo 4.9. Deney gruplarinda farkh dillisyon ve materyal hazirlama turiine (Materyal) gore ON degerleri

Grup Diliisyon Materyal En az En ¢ok Ortanca IQR Y4 p
Taze 0.430 0.670 0.585 0.165
1/1 1.761 0.093
Sert 0.010 0.570 0.470 0.523
Taze 0.620 0.890 0.755 0.218
1/2 2.082 0.041
Sert 0.090 0.690 0.550 0.375
PORTLAND SIMAN
Taze 0.210 0.930 0.710 0.443
1/4 2.242 0.026
Sert 0.005 0.440 0.300 0.401
Taze 0.410 0.990 0.825 0.408
1/10 1.922 0.065
Sert 0.001 0.810 0.290 0.680
Taze 0.240 0.900 0.510 0.548
1/1 0.802 0.485
Sert 0.150 0.570 0.405 0.210
Taze 0.180 0.930 0.515 0.593
1/2 0.961 0.394
. Sert 0.200 0.830 0.330 0.390
GRI MTA
Taze 0.350 0.890 0.425 0.195
1/4 0.000 1.000
Sert 0.230 0.930 0.445 0.588
Taze 0.220 0.640 0.320 0.330
1/10 0.643 0.589
Sert 0.140 0.680 0.375 0.435
Taze 0.210 0.990 0.615 0.585
1/1 0.480 0.699
Sert 0.220 0.710 0.465 0.303
Taze 0.310 0.920 0.460 0.595
1/2 0.961 0.394
Sert 0.400 0.950 0.710 0.393
BEYAZ MTA
Taze 0.170 0.820 0.530 0.598
1/4 0.160 0.937
Sert 0.340 0.660 0.505 0.193
Taze 0.410 0.950 0.535 0.383
1/10 1.441 0.180
Sert 0.220 0.580 0.440 0.240
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PS grubunda farkh dilisyonlarda, hicre kuiltar suresi ve materyal
hazirlama turiine gére ON degerleri ortancasi belirlendi. Her bir alt grupta
sadece 3 oOrnek oldugundan Ceyreklikler Arasi Sapma (IQR) degerleri
hesaplanamadi. Denek sayisinin azligi nedeni ile ¢ok farkli ortancaya sahip
taze ve sert materyaller arasindaki farkliliklar bile istatistiksel olarak anlaml
fark olarak bulunamadi (Tablo 4.10). Ornek sayisinin azligi nedeni ile
istatistiksel olarak fark gozlenmemis olsa da PS grubunda farkli
dilisyonlarda, hucre kualtur suresi ve materyal hazirlama tirane gore ON
degerleri grafik Uzerinde incelendiginde aslinda gruplar arasinda anlamh fark

oldugu gorulmektedir (Sekil 4.1).

Tablo 4.10. PS grubunda farkl diliisyon, hiicre kultlr siresi (zaman) ve
materyal hazirlama tiirine (Materyal) gore ON degerleri

Ortanc
Dilisyon Zaman Materyal En az En gok a IQR* Z p

Taze 0.460 0.600 0.580 N/A

24 1.528 0.200
111 Sert 0.010 0.530 0.020 N/A
Taze 0.430 0.670 0.590 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.450 0.570 0.490 N/A
Taze 0.770 0.890 0.860 N/A

24 1.964 0.100
112 Sert 0.090 0.640 0.460 N/A
Taze 0.620 0.740 0.660 N/A

72 0.218 1.000
Sert 0.370 0.690 0.670 N/A
Taze 0.210 0.850 0.730 N/A

24 1.528 0.200
114 Sert 0.005 0.270 0.030 N/A
Taze 0.500 0.930 0.690 N/A

72 1.964 0.100
Sert 0.330 0.440 0.420 N/A
Taze 0.630 0.990 0.890 N/A

24 1.964 0.100
1 110 Sert 0.001 0.020 0.003 N/A
Taze 0.410 0.980 0.760 N/A

72 0.218 1.000
Sert 0.560 0.810 0.640 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamistir (n=3 oldugundan).
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Sekil 4.1 PS grubunda farkh dilisyon, hiicre kiiltiir suiresi (zaman) ve
materyal hazirlama tiiruine (Materyal) gore ON degerlerinin grafiksel
analizi

GMTA grubunda da farkh dilisyonlarda, hdcre kultir suresi ve
materyal hazirlama tirine goére ON degerleri ortancasi belirlendi. PS
grubuna benzer sekilde her bir alt grupta sadece 3 0Ornek oldugundan
Ceyreklikler Arasi Sapma (IQR) degerleri hesaplanamadi. Denek sayisinin
azhgi nedeni ile ¢ok farkli ortancaya sahip taze ve sert materyaller arasindaki
farkhliklar bile istatistiksel olarak anlamli fark olarak bulunamadi (Tablo 4.11).
Ornek sayisinin azli§i nedeni ile istatistiksel olarak fark gézlenmemis olsada
GMTA grubunda farkh dilisyonlarda, hlcre Kkdaltir sitresi ve materyal
hazirlama turine gore ON degerleri grafik Uzerinde incelendiginde aslinda

gruplar arasinda anlamli fark oldugu gérulmektedir (Sekil 4.2).
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Tablo 4.11. GMTA grubunda farkh dilisyon, huicre kultiir siiresi (zaman)
ve materyal hazirlama turiine (Materyal) gore ON degerleri

Ortanc
Dillisyon Zaman Materyal En az En ¢ok a IQR* Y4 p

Taze 0.720 0.900 0.790 N/A

24 1.964 0.100
171 Sert 0.400 0.570 0.410 N/A
Taze 0.240 0.300 0.280 N/A

72 0.218 1.000
Sert 0.150 0.410 0.270 N/A
Taze 0.600 0.930 0.880 N/A

24 1.528 0.200
112 Sert 0.420 0.830 0.520 N/A
Taze 0.180 0.430 0.340 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.200 0.240 0.210 N/A
Taze 0.450 0.890 0.470 N/A

24 0.443 0.700
174 Sert 0.440 0.930 0.890 N/A
Taze 0.350 0.400 0.390 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.230 0.450 0.340 N/A
Taze 0.320 0.640 0.530 N/A

24 0.664 0.700
1110 Sert 0.280 0.680 0.680 N/A
Taze 0.220 0.320 0.230 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.140 0.380 0.370 N/A

o N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamistir (n=3 oldugundan).
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Sekil 4.2. GMTA grubunda farkh diliusyon, hiicre kultur siiresi (zaman)
ve materyal hazirlama tiiriine (Materyal) gore ON degerlerinin grafiksel
analizi
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BMTA grubunda da farkh dilisyonlarda, hicre kultir stresi ve
materyal hazirlama tiriine gére ON degerleri ortancasi belirlendi. PS ve
GMTA gruplarina benzer sekilde Her bir alt grupta sadece 3 O0Ornek
oldugundan Ceyreklikler Arasi Sapma (IQR) degerleri hesaplanamadi. Denek
sayisinin azligi nedeni ile ¢ok farkli ortancaya sahip taze ve sert materyaller
arasindaki farkliliklar bile istatistiksel olarak anlamli fark olarak bulunamadi
(Tablo 4.12). Ornek sayisinin azhdl nedeni ile istatistiksel olarak fark
g6zlenmemis olsada BMTA grubunda farkh dilisyonlarda, hicre kiltar suresi
ve materyal hazirlama tlrine gdére ON degerleri grafik Uzerinde
incelendiginde aslinda gruplar arasinda anlamh fark oldugu goérilmektedir
(Sekil 4.3).

Tablo 4.12. BMTA grubunda farkh diliisyon, hiicre kiiltiir siiresi (zaman)
ve materyal hazirlama turiine (Materyal) gore ON degerleri

Ortanc
Dillisyon Zaman Materyal En az En ¢ok a IQR* Y4 p

Taze 0.820 0.990 0.830 N/A

24 1.964 0.100
171 Sert 0.480 0.710 0.640 N/A
Taze 0.210 0.410 0.310 N/A

72 0.218 1.000
Sert 0.220 0.450 0.400 N/A
Taze 0.580 0.920 0.910 N/A

24 1.528 0.200
172 Sert 0.670 0.950 0.830 N/A
Taze 0.310 0.340 0.320 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.400 0.750 0.490 N/A
Taze 0.590 0.820 0.780 N/A

24 0.443 0.700
174 Sert 0.490 0.660 0.520 N/A
Taze 0.170 0.470 0.200 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.340 0.630 0.480 N/A
Taze 0.610 0.950 0.750 N/A

24 0.664 0.700
1110 Sert 0.220 0.580 0.390 N/A
Taze 0.410 0.460 0.420 N/A

72 0.655 0.700
Sert 0.370 0.570 0.490 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamistir (n=3 oldugundan).
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Sekil 4.3. BMTA grubunda farkl diliisyon, hiicre kiltlur siiresi (zaman)
ve materyal hazirlama turiine (Materyal) gore ON degerlerinin grafiksel
analizi

Farkli dilisyonlarda, hucre kultur suresi ve materyal hazirlama turinde
deney gruplarina gére ON degerleri ortancalari belirlendi. 1/1 Dilisyonda
elde edilen ON degerleri Tablo 4.13'de gdsterilmistir.

1/1 dilisyonda, tum hicre kultir sudrelerinde ve tum materyal
hazirlama turlerinde deney gruplari ON ortancalari istatistiksel olarak
farksizdir (p>0.05) (Tablo 4.13). istatistiksel olarak fark gdézlenmemis olsada
1/1 dilisyonda, tum hucre kuiltar sirelerinde ve tim materyal hazirlama
tirlerinde deney gruplari ON ortancalari grafik Uzerinde incelendiginde

aslinda gruplar arasinda anlamli fark oldugu gérilmektedir (Sekil 4.4).
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Tablo 4.13. 1/1 Dilusyonda, hiicre kultur suresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiirlinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerleri

Ortanc
Zaman Materyal Grup En az En ¢ok a IQR* xz p

PS 0.460 0.600 0.580 N/A

Taze GMTA 0.720 0.900 0.790 N/A 5.956 0.051
o4 BMTA 0.820 0.990 0.830 N/A
PS 0.010 0.530 0.020 N/A

Sert GMTA 0.400 0.570 0.410 N/A 3.822 0.148
BMTA 0.480 0.710 0.640 N/A
PS 0.430 0.670 0.590 N/A

Taze GMTA 0.240 0.300 0.280 N/A 5.600 0.061
79 BMTA 0.210 0.410 0.310 N/A
PS 0.450 0.570 0.490 N/A

Sert GMTA 0.150 0.410 0.270 N/A 5.132 0.077
BMTA 0.220 0.450 0.400 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamigtir (n=3 oldugundan).
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Sekil 4.4. 11 Diliisyonda, hiicre kiltiir siiresi (zaman) ve materyal
hazirlama turiinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerlerinin
grafiksel analizi
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1/2 Dilisyonda farkl hicre kultur suresi ve materyal hazirlama tartinde

deney gruplarina gore ON degerleri ortancalari Tablo 4.14’de gosterilmigtir.

Tablo 4.14. 1/2 Dilusyonda, hiicre kiiltlr siiresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiirlinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerleri

Ortanc
Zaman  Materyal Grup En az En ¢ok a IQR* xz p
PS 0.770 0.890  0.860 N/A
Taze GMTA 0.600 0.930 0.880 N/A 0.267 0.875
o4 BMTA 0.580 0.920 0.910 N/A
PS 0.090 0.640  0.460 N/A
Sert GMTA 0.420 0.830 0.520 N/A 4.235 0.120
BMTA 0.670 0.950 0.830 N/A
o 0,620 0740 ......... 0,660 A
Taze GMTA 0.180 0.430 0.340 N/A 5.535 0.063
BMTA 0.310 0.340 0.320 N/A
& PS 0.370 0.690 0.670 N/A
Sert GMTA 0.200 0.240 0.210 N/A 5.422 0.066
BMTA 0.400 0.750  0.490 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamistir (n=3 oldugundan).

1./1 dilisyonda oldugu gibi 1/2 dilisyonda, tum hicre kultir
surelerinde ve tum materyal hazirlama tirlerinde deney gruplari ON
ortancalari istatistiksel olarak farksizdir (p>0.05). istatistiksel olarak fark
g6zlenmemis olsada 1/2 dilisyonda, tum hucre kultir sirelerinde ve tum
materyal hazirlama turlerinde deney gruplari ON ortancalari grafik tGzerinde

incelendiginde aslinda gruplar arasinda fark oldugu gorulmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. 1/2 Diliisyonda, hicre kultiir siiresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiriinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerlerinin
grafiksel analizi

1/4 Dilusyonda farkli hucre kultur suresi ve materyal hazirlama turinde

deney gruplarina gore ON degerleri ortancalari Tablo 4.15’te gdsterilmistir.

Tablo 4.15. 1/4 Dilusyonda, hiicre kultur siiresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiiriinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerleri

Ortanc
Zaman  Materyal Grup En az En ¢ok a IQR* xz p
PS 0.210 0.850 0.730 N/A
Taze GMTA 0.450 0.890 0.470 N/A 0.267 0.875
o4 BMTA 0.590 0.820 0.780 N/A
PS 0.005 0.270  0.030 N/A
Sert GMTA 0.440 0.930 0.890 N/A 5.600 0.061
BMTA 0.490 0.660  0.520 N/A
PS 0.500 0.930 7 0.690 N/A
Taze GMTA 0.350 0.400 0.390 N/A 5.600 0.061
BMTA 0.170 0.470  0.200 N/A
& PS 0.330 0.440  0.420 N/A
Sert GMTA 0.230 0.450 0.340 N/A 2.084 0.353
BMTA 0.340 0.630  0.480 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamistir (n=3 oldugundan).
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1./1 ve 1/2 dilisyonlarda oldugu gibi 1/4 dilisyonda da, tim hucre
kiltdr sdrelerinde ve tum materyal hazirlama turlerinde deney gruplari ON
ortancalari istatistiksel olarak farksizdir (p>0.05). istatistiksel olarak fark
g6zlenmemis olsada 1/2 dilisyonda, tum hucre kultir slrelerinde ve tum
materyal hazirlama turlerinde deney gruplari ON ortancalari grafik tGzerinde

incelendiginde aslinda gruplar arasinda fark oldugu gorulmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. 1/4 Diliisyonda, hiicre kiiltlir suresi (zaman) ve materyal
hazirlama turiinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerlerinin
grafiksel analizi

1/10 Dilusyonda farkh hdcre kudltur suresi ve materyal hazirlama
tirinde deney gruplarina gére ON degerleri ortancalari Tablo 4.16’da

gOsterilmigtir.
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Tablo 4.16. 1/10 Dilusyonda, hiicre kiiltlir suiresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiirinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerleri

Ortanc
Zaman Materyal Grup En az En ¢ok a IQR* xz p
PS 0.630 0.990 0.890 N/A
Taze GMTA 0.320 0.640 0.530 N/A 3.467 0.177
o4 BMTA 0.610 0.950 0.750 N/A
PS 0.001 0.020 0.003 N/A
Sert GMTA 0.280 0.680 0.680 N/A 6.006 0.050
BMTA 0.220 0.390 N/A
PS 0.410 0.760 N/A
Taze GMTA 0.220 0.320 0.230 N/A 5.804 0.055
BMTA 0.410 0.460 0.420 N/A
2 PS 0.560 0.810 0.640 N/A
Sert GMTA 0.140 0.380 0.370 N/A 5.401 0.067
BMTA 0.370 0.570 0.490 N/A

* N/A: Ceyreklikler arasi sapma dederi hesaplanamamigtir (n=3 oldugundan).

1./1, 1/2, 1/4 dilisyonlarda oldugu gibi 1/10 dilisyonda da, tim htcre
kiltdr sdrelerinde ve tum materyal hazirlama turlerinde deney gruplari ON
ortancalari istatistiksel olarak farksizdir (p>0.05). Dikkat ¢ceken nokta ise 24
saatlik hucre kultur suresinde Sert materyalde deney gruplari arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamlilik sinirinda bulunmasidir. Yapilan ikili post-
hoc karsilastirmalar sonucunda higbir grup digerlerinden farkl
bulunamadigindan gruplar arasinda fark olmadigi sonucuna variimigtir.
Istatistiksel olarak fark gézlenmemis olsada 1/10 diltisyonda, tim hiicre kltir
surelerinde ve tum materyal hazirlama tlrlerinde deney gruplari ON
ortancalari grafik Uzerinde incelendiginde aslinda gruplar arasinda fark

oldugu gorulmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 1/10 Diliisyonda, hiicre kultur suresi (zaman) ve materyal
hazirlama tiriinde (Materyal) deney gruplarina gore ON degerlerinin

grafiksel analizi

4.2 Dental Pulpa Fibroblast Huicrelerinde MTA ve PS Varliginda
Osteokalsin Geni mRNA Ekspresyonu
Dental pulpa fibroblast hicrelerinde taze ve sertlesmis PS, GMTA,
BMTA ile yaptigimiz osteokalsin c¢alismasinda, gerek bu materyallerle
yapilan hucre kulturlerinde gerekse bu materyallerin kullaniimadigr hucre

kalturlerinde osteokalsin ekspresyonu g6zlenmemisgtir.

44



TARTISMA

ideal bir pulpa kaplama materyali biyouyumlu olmali, diisiik toksisite
ve mineralizasyonu kolaylastirici ozellikler gostermelidir. Pulpa kaplama
materyali olarak da kullaniimakta olan MTA ve PS’nin biyouyumlulugu ile ilgili
glnimuze kadar in vivo ve in vitro birgok galisma yapiimigtir (61, 84-96).
Yapilan bu calismalarin bazilarinda kullanilan hicre tipi, ¢alisma suresi,
materyalin hazirlanma sekli gibi faktorlere bagh farkh sonuglar gézlenmekle
birlikte MTA ve PS’nin genel olarak biyouyumlulugunun ytuksek oldugu ortaya
konmustur. MTA ve PS’nin biyouyumlulugu Uzerine yapilan c¢alismalarin
bdylk kisminda insan dental dokusu disinda farklh hicre serileri
kullaniimigtir. Calismamizda insan dental pulpa fibroblast hucrelerini in vitro
olarak kullanarak MTA ve PS varliginda dentin mineralizasyonunun onemli
bir gostergesi olan OK ve ON genlerinin ekspresyon duzeylerini analiz
ederek mineralizasyonda fonksiyon goéren bu proteinlerdeki degdisimi
molekiiler diizeyde géstermeyi hedefledik. insan dental pulpa fibroblast
hdcrelerini kullanmamizdaki amag, MTA ve PS’nin pulpa kaplama materyali
olarak kullanildiginda gercekte etkilesim iginde olacagi hucrelerin
mineralizasyona katkilarini degerlendirebilmekti.

MTA'nin PS’ye gbre daha pahali bir materyal olmasi nedeniyle PS’nin
MTA’'ya alternatif olup olamayacagina yonelik olarak bircok c¢alisma
yapilmistir. Dammmaschke ve dig. (15) X-ray fotoelektron spektroskopi,
yontemi ile MTA ve PS’nin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini incelemislerdir. Bu
calismada kuguk ve homojen yapida partikul buyukligune sahip olan MTA ile
kargilastinldiginda farkli buyUklUklerde partikil boyutuna sahip olan PS’nin
pahali olmasina ragmen MTA’ya bir alternatif olusturamayacagini ifade
etmiglerdir. Kiguk partikal buyuklugunan likid ile karigtirildiginda materyalin
temas yuzeyini arttirmasi, daha erken donemde sertlesme saglamasi ve
kolay islenebilir olmasi bunun 6nemli bir nedenidir. Min ve dig. (1) ise PS’nin
kiltdre edilmis pulpa hucreleri Gzerinde sitotoksik etki gostermedigini bununla
birlikte mineralizasyonu arttirdigini gostererek pulpa kaplamasi igin

potansiyel bir materyal oldugunu gostermiglerdir. Bu iki Ornekten de
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anlasilacagi Uzere farkh calisma tasarimlari MTA ve PS’nin birbirlerine karsi
alternatif olusturabilme 6zellikleri hakkinda celiskili sonuglar vermektedir.

GUnumuze kadar MTA ve PS’nin biyouyumluluklari hucresel
ekspresyon, hicre buyumesi gibi gesitli ydontemler kullanilarak arastiriimigtir.
Hucresel proliferasyonu gostermeye yonelik olarak en sik kullanilan yontem
elektron mikroskobu taramasi (scanning electron microscopy-SEM) ve bunu
takiben uygulanan enzim calismalaridir. Hucre kulturlerinde SEM’in temel
kullanim amaci kullanilan materyal ile ortam arasindaki reaksiyonlarin
g6zlenebilmesidir. Enzim galigsmalari ise SEM’den sonra en sik kullanilan
yontemdir. Bu c¢alismalarda kullanilan materyal Uzerinde buyumekte olan
hicrelerin  metabolik aktiviteleri Olgilmektedir. Materyallerin hucresel
proliferasyon 6Ozelliklerini gosterme amagli olarak kullanilan bir diger yontem
de MTT (Metilentetrazolyum) yoéntemidir. MTT yontemi kalorimetrik bir
yontem olup MTT duzeyini dusuren enzimlerin aktivitesini Olgerek hucre
canlihgr hakkinda bilgi vermektedir.

Koh ve dig. (92) MG-63 hlcre serisini kullanarak SEM yodntemi ile
yaptiklari ¢alismada MTA’nin hicresel aktivasyondaki uyarici etkilerini
inceleyerek, hucresel etkilerini ortaya koymaya galismislardir. Bu ¢alismanin
sonucunda MTA’nin hdcre davranigini  degistirerek hicre buylumesini
uyardigini dolayisiyla biyouyumlu bir materyal oldugunu gostermiglerdir.

Haglund ve dig. (65) L929 fare fibroblast ve makrofaj hicrelerini
kullanarak MTA basta olmak Uzere farkli kdok ucu dolgu materyallerinin hlicre
bayumesi, morfolojisi ve sitokin Uretimi Uzerindeki etkilerini incelemislerdir.
MTA'nin yuksek pH’si nedeniyle ilk hazirlanma ve sertlesme surecinde
komsu hucrelerde lizise ve proteinlerde orta derecede denaturasyona yol
actigini, sertlesme surecini tamamladiktan sonra ise uygun bir biyouyumluluk
gosterdigini, hicre morfolojisini etkilemedigini, yuzeyinde sement formasyonu
ve periodontal ligament fibrillerinin olusumunu goéstermiglerdir. Bu sekilde
MTA’nin osteoblastlarda biyolojik cevabi uyardigi ve hicre yapismasi igin
biyouyumlu bir yuzey sagladigini ortaya koymuslardir. Bununla birlikte diger

caligsmalardan farkh olarak MTA’'nin sitokinler Gzerindeki uyarici etkisini
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gosterememigler ve bunu kullandiklari hicre tipinin  farkhhigr ile
iligkilendirmislerdir.

Perez ve dig. (93) MG-63 osteosarkom ve primer osteoblast
hicrelerini kullanarak SEM analizi ile bu hicrelerin BMTA ve GMTA yuzeyine
yapisma farklihlarini ve MTA’'nin bu hdcreler Gzerindeki osteojenik etkilerini
incelemislerdir. Calismanin sonucunda baslangicta primer osteoblastlarin
BMTA yuzeyine baglandigini ancak onuguncd gun sonunda materyal
yuzeyinde canli hicre kalmadigini, MG-63 hucrelerinin mineralize nodul
olusturmadigini gostermiglerdir.

Balto HA (94) SEM analizi ile insan periodontal ligament fibroblast
hacrelerinin MTA yuzeyine yapisma Ozelliklerini ve morfolojisini inceledigi
calismada negatif kontrollerde normal hucre morfolojisi gozlemlerken, MTA
uygulanan gruplarda hicre morfolojisinin  bozuldugunu ve baglanmanin
olmadigini ortaya koymustur.

Osorio RM ve dig. (84) insan gingival fibroblast ve L929 fare fibroblast
hdcrelerini kullanarak MTA basta olmak Uzere amalgam, galyum GF2, super
EBA gibi kdk ucu dolgu materyallerinin htcre canhligi Uzerindeki etkilerini
MTT yontemi ile incelemiglerdir. Bu ¢alismanin sonucunda MTA'nin kok ucu
dolgu materyali olarak en iyi sonucu verdigini ve sitotoksik olmadigini
gOstermiglerdir.

Keiser ve dig. (64) benzer sekilde taze/sertlesmis MTA, super EBA ve
amalgamin insan periodontal ligament hucrelerinin canliigi Gzerindeki
etkilerini incelemisler ve MTA'nin bu materyaller icinde en az toksik materyal
oldugunu gostermiglerdir.

Pelliccioni ve dig. (95) Saos-2 hicrelerini kullanarak yaptiklar
calismada MTA'y1 super EBA ve amalgam ile kargilagtirarak MTT yontemi ve
enzim c¢alismalari ile hicre canlihgi Gzerindeki etkilerini incelemiglerdir. Bu
¢alismanin sonucunda MTA’'nin kemik dreten hucrelerle iyi bir etkilesim
icinde oldugunu ve in vitro biyouyumlulugunun yitksek oldugunu ortaya
koymuslardir.

Camilleri ve dig. (96) insan osteosarkom hucre serisini kullanarak,

MTA ve PS’nin hucre gogalmasi ve buylumesini alamar mavisi ile kantitatif
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olarak, MTT yontemi ile de indirekt olarak incelemiglerdir. Bu caligmalarin
sonucunda materyallerle direk temas edecek sekilde ekim yapildiginda hucre
bayumesinin zayif oldugunu ortaya koymuslardir. Bununla birlikte hidrasyon
reaksiyonu sirasinda olusan Kkalsiyum hidroksitin hlcre ¢ogalmasini
uyardigini goéstermiglerdir.

Bu caligmalarda goruldugu gibi ¢alisma dizayni ve kullanilan hucre
serileri test edilen materyallerin biyouyumluluk ozellikleri ile ilgili farkl
sonuglarin elde edilmesine neden olmaktadir. Bu durum farkli hucre
yapilarinin fizyolojik uyaranlara cevabinin degiskenliginden ileri gelmektedir.

Bu calismamizda test materyallerini hazirlanma sekli, hicre kulttr
suresi ve dilusyon oOzelliklerine gore kendi iclerinde ve birbirleri ile
kargilagtirarak, farkl parametrelerin mineralizasyon Uzerindeki etkilerini
analiz etmeyi hedefledik.

Dental pulpa fibroblast hucrelerinde, farkli dilisyonlarda taze ve
sertlesmis BMTA, GMTA, PS’den elde ettigimiz sollisyonlarla yaptigimiz
¢alisma sonuglarina genel olarak baktigimizda tum materyallerde 0,001-—
0,990 normalizasyon degerleri arasinda osteonektin ekspresyonu
gozlemledik ve  ortanca  degerleri arasinda fark  bulamadik
(x*=4.431;p=0.109). Bu bulgu farkli dilisyonve sirelerde tim materyallerin
farkli seviyelerde de olsa osteonektin sentezini uyararak dentin
mineralizasyonuna katkida bulundugunu gostermektedir.

Bonson ve did. (97) MTA’y1 kullanarak periodontal ligament ve gingival
fibroblast hicreleri Gzerinde yaptiklari ¢alismada benzer sekilde MTA'nin
osteonektin sentezini arttirdigini géstermislerdir. Bu ¢alismadan farkl olarak
bizim ¢alismamizda dental pulpa fibroblast hucreleri ve PS kullaniimig olup
PS, BMTA ve GMTA'nin dental pulpa fibroblast hicrelerinde mineralizasyonu
farklh derecelerde de olsa uyardigini sdyleyebiliriz.

Materyallerin hazirlanis sekline (taze-sert) goére ornekleri kendi icinde
ve birbirleri ile karsilagtirdigimizda BMTA ve GMTA'nin taze veya sert
olmasinin ON sentezi Uzerinde farklilik olusturmadigini (p>0.05), sert olarak
hazirlanan materyallerde her U¢ materyal arasinda fark olmamasina ragmen

PS’de sert materyalin ON sentezinin tazeye gore daha fazla dustrdigunu
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(p<0.001) tespit ettik. BMTA ve GMTA’da taze ve sert olarak hazirlanan
materyallerin ON sentezi Uzerinde farkhlik olusturmamasi, pulpa kaplama
materyali olarak kullanildiklarinda bu materyallerin erken ve ge¢ donemde
yani materyalin ilk uygulanmasi esnasinda ve sertlesme surecinde
mineralizasyon Uzerindeki etkinliklerinin degiskenlik gdstermedigini, daha
stabil materyaller oldugunu dusundirmektedir.

Biyouyumluluk ile ilgili yapilan galigmalarda materyallerin hazirlanma
sekli farkli sonuglarin elde edilmesine yol agcmistir.

Alanezi ve dig. (98) ERRM'nin (“endosequence root repair material”)
ile BMTA ve GMTA ile sitotoksik etkilerini karsilastirdiklari calismada, sert ve
taze olarak hazirladiklari materyallerde hucre canlihgi Uzerinde BMTA ve
GMTA arasinda farkliik saptayamamiglardir. Bu sonug¢ bizim bulgumuzu
destekler niteliktedir. PS’de ise ON sentezinin sert materyalde taze
hazirlanmis materyale gore daha dusuk olmasi materyalin pulpa kaplama
materyali olarak kullanildiginda, sertlesme surecinde mineralizasyonu erken
doneme gore daha fazla baskiladigini gostermektedir. Bu durum sertlesme
suresince PS’den c¢evreye salinan kimyasal materyallerin dental pulpa
fibroblast hlcrelerinin onarici dentin formasyonu Uzerindeki etkilerini negatif
olarak etkiliyor olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Tani-Ishii ve dig. (99) MC3T3-E1 osteoblastik hucre serilerinde (fare
osteoblastik hicre serisi) MTA, amalgam ve dycal varliginda kemik
ekstraselluler matriks proteinlerinin ekspresyon duzeylerini inceledikleri
calismada uretici firmanin talimatlarina gore hazirladiklari her bir materyali 2
mm ¢ap ve 1 mm yuksekligindeki silikon plastik kaliplara koyarak 48 saat
sureyle sertlesmeye birakmislardir. Calismanin sonucunda MTA’nin kontrol
gruplarina gére (MTA uygulanmamig) tip1 kollajen, OK ve BSP mRNA
duzeylerini arttirdigini gostermislerdir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan
farkh olarak sadece sertlesmis materyal kullaniimis olmasi taze ve sert olarak
hazirlanmis materyaller arasinda kargilastirma yapmamizi engellemektedir.
Bununla birlikte sertlesmis materyalde ektraselluler matriks proteinlerinin
ekspresyonunun izlenmesi bizim c¢alismamizda da gozlendigi gibi MTA’nin

mineralizasyonu uyardidi bulgusunu desteklemektedir.
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Bu calismada deney gruplarinda kullandigimiz taze ve sert
materyallerin  1/1, 1/2, 1/4, 1/10’luk dilisyonlarini olusturarak, farkl
dilusyonlarin ON sentezi Uzerindeki etkilerini degerlendirmeyi hedefledik.
Deney gruplarinda taze veya sert materyallerden olusturulan dilisyonlarin
ON sentezi Uzerinde bir degiskenlik olusturmadigini tespit ettik. Bu bulgu
konsantrasyon degisikliklerinin bu materyallerin ON sentezi Uzerinde
dolayisiyla dentin mineralizasyonu Uzerinde etkili olmadigini gostermistir
(p>0.05). Sadece PS’ye ait taze ve sert materyallerden hazirlanmis olan 1/2
ve 1/4’l0k dilisyonlar arasinda farkliik olmasini ise rastlantisal olarak
yorumladik.

Alanezi ve dig. (98) BMTA ve GMTA'y1 kullanarak yaptiklari
sitotoksisite  ¢alismasinda materyalleri  Uretici  firmanin  talimatlar
dogrultusunda sert ve taze olarak hazirlayarak ilgili materyalleri farkli
miktarlarda soliisyonlarla (300, 600 ve 1000 ul) inkiibe etmislerdir. ilgili
materyallere ait farkli dilusyonlarla hicre canliigini degerlenirdikleri bu
calismada farkli dilisyonlarin hucre canlihdi Uzerinde fark olusturmadigini
goOstermiglerdir. Bu ¢alismanin temeli bizim ¢alismamizla farklilik gésterse de
farkh dilisyonlarin hlcresel tepkilerde farkhlik olusturmamasi bizim
bulgumuzu destekler niteliktedir.

24 ve 72 saatlik hicre kuilturleri olusturarak materyallerin ON sentezi
Uzerindeki erken ve ge¢ donem etkilerini ortaya koymaya calistik. Elde
ettigimiz veriler hicre kuiltir slresi uzadikga tium materyallerde, ON
sentezinin azaldigini gosterdi (p<0.05). Deney gruplarinda olugturmus
oldugumuz dilusyonlarin hicre kulttr surelerine gére ON sentezi Uzerine olan
etkilerini karsilastirdimizda ise PS'de 24 ve 72 saatlik hicre kultrleri
arasinda fark olmadigini (p>0.05), GMTA ve BMTA’da ise 72 saatlik hiicre
kultirinde ON sentezinin azaldigini tespit ettik (p<0.05). Bu bulgu hicre
kUltlr suresi uzadikga ozellikle GMTA ve BMTA’nin dental pulpa fibroblast
hicrelerinde  dentin  mineralizasyonunu  negatif yonde uyardigini
gOstermektedir. PS’de ise 24 ve 72 saatlik gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark gérinmemesine ragmen aslinda hucre kultur suresi uzadikga ON

sentezinin arttigini gérmekteyiz. Bu sonu¢ uzun donemde dentin
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mineralizasyonu icin PS’nin BMTA ve GMTA’'ya gére daha iyi bir alternatif
olabilecegini dusundurmektedir.

Chen ve dig. (100) MG63 hucrelerinde MTA ve kalsiyum silikat
simanin kemik markirlari Gzerindeki etkilerini inceledikleri galismada MTA'nin
kollajen, alkalen fosfat, osteokalsin, kemik sialaprotein ve osteopontin gibi
kemiklesme belirteclerini  hucre kaltur suresi uzadikga artirdigini
gOstermiglerdir.

Yasuda ve dig. (88) ise fare dental pulpa hucrelerini kullanarak MTA,
Dycal ve adeziv rezin simani karsilastirdigi c¢alismada, MTA’'nin 72 saat
sonra bile sitotoksite gostermedigi, dental pulpa hicrelerini ve BMP-2 (bone
morphogenetic protein—2) duzeyini arttirarak mineralizasyonu arttirdigini
gOstermiglerdir.

Tani-Ishii ve dig. (99) MC3T3-E1 osteoblastik hlicre serilerinde (fare
osteoblastik hiicre serisi) MTA, amalgam ve dycal varliginda 24, 48 ve 96
saat sdreli hdcre kultirleri olusturarak kemik ekstraselller matriks
proteinlerinin ekspresyon duzeylerini inceledikleri galismada MTA'nin 24
saatlik hdcre kuiltari sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda (MTA
uygulanmamig) tip 1 kollajen ve OK mRNA ekspresyonunu arttirdigini
belirtmiglerdir. Ayni ¢alismada 96 saatlik htcre kulturinde ise kontrol grubu
ile MTA uygulanan gruplarda tip 1 kollajen, OK ve BSP mRNA ekspresyon
dizeylerinin ayni oldugu gdsterilmistir.

Min ve dig. (1) PS varliginda insan kaynakli pulpa htcrelerinin
cevabini inceledikleri in vitro ¢alismalarinda 7 gunlik hdcre kalturinu takiben
PS’nin ON ve dentin sialoprotein duzeylerini arttirdigini gostermislerdir. Bu
da PS’nin mineralizasyon uzerinde uyarici etkisi oldugunu gostermigtir.

Bu calismalarin sonuglart PS ve MTA’nin mineralizasyonu arttirici
etkileri dikkate alindiginda temel olarak galismamizla benzerlik géstermekle
birlikte hicre kualtar sureleri ve elde edilen sonuglar karsilastirildiginda
farklihklar dikkati cekmektedir. Hicre kualtar sureleri ve elde edilen
ekspresyon duzeyleri dikkate alindiginda farkli sonuglar elde edilmis
olmasinin nedeni kullanilan hicre serilerinin ve bakilan kemik markirlarinin

ayni olmamasi olabilir. Ornedin MG63 hiicre serisi insan osteosarkom
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hidcresi olup bir tir kanser hucresidir. Atipik ve hizli sekilde ¢ogalan bu
kanser hucreleri biyolojik uyaranlara gergek ve saglikli insan dokularina gore
daha farkl cevaplar verebilir. Ayni sekilde MC3T3-E1 osteoblastik hucre
serisi fareye ait bir doku 6rnegi olup fizyolojik uyaranlara insan dokularindan
farkh yanitlar verebilir. Min ve dig. ise bu ¢alisma ile benzer sekilde insan
dental pulpa dokusunu kullanmistir. Dental pulpa dokusu genel olarak
fibroblast, farklilasmamis mezenkimal hicreler ve odontoblastlardan
olusmaktadir. Min ve dig. tim pulpa dokusunu hicresel ayrim yapmadan
kullanirken bizim calismamizda sadece dental pulpa fibroblast hucreleri
kullaniimistir. Pulpa dokusu i¢inde bulunan odontoblastlar ve farklilasmamis
mezenkimal hlcreler iki calisma arasindaki farkliligin ana nedeni olabilir.
Deney gruplarini dilisyonlara, hucre kualtir sidresi ve materyal
hazirlanis sekline gore birbirleri ile karsilastirdigimizda ornekleme sayisinin
azhgr nedeniyle (her grup icin n=3) ON duzeylerinin ortanca degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamigtir (p>0.05). Istatistiksel olarak
fark olmamasina ragmen tum dilisyonlarda, hucre kultir surelerinde ve
materyal hazirlama tirlerinde deney gruplarinin ON ortancalari grafik
Uzerinde incelendiginde aslinda gruplar arasinda anlamh fark oldugu
gorulmektedir. Deney gruplarinda farkli dilusyonlar hazirlamamizdaki amag,
hazirlanan karisimlarda toz/sivi oraninin ON sentezi Uzerindeki etkilerini
dolayisiyla dentin mineralizasyonu tzerindeki farkliliklarini gérebilmekti. Elde
ettigimiz sonuclar 1/1 ve 1/2’lik dulisyonun diger dilisyonlara gbre daha
dengeli ve ON sentezi Uzerinde daha etkili oldugunu gostermektedir. PS,
GMTA ve BMTA’dan 1/1 ve 1/2 diluisyonda taze ve sert olarak hazirlanan
orneklerin erken donemde (24 saatlik hicre kultlrd) daha ylksek seviyede
ON sentezini sagladigini ve ON sentezi Uzerindeki etkinliklerinin
BMTA>GMTA>PS seklinde siralandiklarini gormekteyiz. 72 saatlik hucre
kaltirinde ise PS’nin neden oldugu ON sentezi 6zellikle sert materyalde
belirgin artis gosterirken BMTA ve GMTA’ya baglh ON sentezinde ise
dususler dikkati cekmektedir. Bu farkliliklar materyallerin farkh kimyasal
bilesimi ve buna bagh hucrelerle farkli etkilesimlerinden kaynaklaniyor

olabilir. Bu sonu¢ daha oncede soyledigimiz gibi uzun donemde dentin
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mineralizasyonu i¢in PS’nin BMTA ve GMTA’ya gére daha iyi bir alternatif
olabilecegini dusundurmektedir.

Caligmamizda ayni deney gruplarinda 24 ve 72 saatlik hucre kultaru
sonrasinda OK duzeylerinide Olgerek bu materyallerin doku mineralizasyonu
Uzerine olan etkilerini daha fazla detaylandirmayl amacglamistik. Ancak gerek
kontrol gruplarinda gerekse deney gruplarini uyguladigimiz hucre serilerinde
osteokalsin ekspresyonunu gozlemleyemedik.

Dental pulpa dokusu kullanilarak PS’nin osteoblastik 6zelliklerinin
incelendigi bir galismada OK ekspresyonunu gdsterilmistir (1). Daha 6nce de
belirttiimiz gibi dental pulpa odontoblast, farklilasmamis mezenkimal
hicreler ve fibroblastlardan olugmaktadir. Pulpanin odontoblast gibi temel
olarak mineralizasyonda fonksiyon goren bir hucreyi ihtiva etmesi ilgili
calismadaki OK ekspresyonunun kaynagini agikca gostermektedir. Bizim
calismamizda bu calismadan farkli olarak sadece dental pulpa fibroblast
hacreleri kullaniimistir.

Abdullah ve dig. (72) Saos-2 hulcre serisini (osteojenik sarkom)
kullanarak PS ve MTA ile yaptiklari galismada ELISA yontemi ile OK dizeyini
incelemisler ve gerek PS’nin gerekse MTA’nin yuksek dizeyde OK Uretimine
neden olduklarini gostermiglerdir. Bu c¢alismada kullanilan hicre serisi
kanser hucrelerinden olugsmaktadir.

Hakki ve dig. (101) sementoblast htcreleri (OCCM-30) ile MTA’nin
hidcre canliigi ve mineralizasyon ile iligkili genlerin ekspresyonu uzerindeki
etkilerini inceledikleri ¢calisma da MTA varliginda OK ekspresyonunu
gOsterebilmiglerdir.

Thomson ve dig. (85) da benzer sekilde sementoblast hicrelerinin
MTA varliginda baglanma, buyime ve mineralize doku olugsturabilme
Ozelliklerinin olumlu yonde degistigini ve OK eksprese edebildiklerini ortaya
koymuslardir.

Calismamizda gerek kontol gruplarinda gerekse PS ve MTA
uygulanan gruplarda OK ekspresyonu elde edememis olsak da yukaridaki
orneklerden anlasilacag! gibi farkli doku ve hicre 6rneklerinde MTA ve PS

varliginda OK ekspresyonunun gdsterildigi calismalar yer almaktadir.
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Proteinlerin dokulara goére Uretim sekilleri ve miktarlari farkhliklar
goOsterebilmektedir. Farkhi dokularda bulunan batin hdcreler vicutta
uretilmekte olan proteinlerin timune ait genetik kodlari tagimaktadirlar. Ancak
gelisim surecinde yapi ve fonksiyonlarina gore hucrelerde, bu genetik
kodlarin bir kismi ¢esitli mekanizmalarla susturularak dokular arasi farkhliklar
olusturulmaktadir. Bu sonug¢ bizlere dental pulpa fibroblast hicrelerinde
osteokalsin sentezinin gelisimsel olarak olmadigini dugundurmustur. Ancak
bu sonug histolojik ve immunohistokimyasal ¢alismalarla da detaylandirilarak

dogrulanmalidir.
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SONUG VE ONERILER

Dental pulpa fibroblast hucrelerinde MTA ve PS’nin ON ve OK sentezi

uzerindeki etkilerini inceledigimiz galismamiz sonucunda;

-—

. PS, GMTA ve BMTA osteonektin sentezini uyarmistir.

Deney gruplarinda odlgulen en dusuk ON seviyesi 0.001 normalizasyon

degeri ile PS’de olgtlmustar.

Deney gruplarinda en yiksek ON seviyesi 0.990 normalizasyon degeri ile
BMTA ve PS’de oOlculmustdr.

GMTA ve BMTA’nin taze veya sert olarak hazirlanmasi ON ekspresyonu
uzerinde farkliliga neden olmazken (p >0.05), taze olarak hazirlanan PS
ON sentezini sert olarak hazirlanana gore daha fazla arttirmaktadir
(p<0.05).

Taze olarak hazirlanan PS, BMTA ve GMTA'ya gore ON sentezini daha
fazla uyarmaktadir (x?=7.666; p=0.023).

24 ve 72 saatlik hucre kaltur sureleri dikkate alindiginda ON ekspresyonu
PS’de farklilik géstermezken (Z=0.310; p=0.190), GMTA ve BMTA’da ON
sentezi 72 saatlik hicre kultirinde azalmaktadir (sirasiyla Z=0.520;
p<0.001 ve Z=0.520; p<0.001).

24 saatlik hicre kilturt sonrasinda en yliksek ON ekspresyonu 0.690
ortanca degeri ile BMTA'da, 72 saatlik hucre kulturinde ise 0.605 ortanca

degeri ile PS’de izlenmistir.

PS, BMTA ve GMTA'ya ait 1/1, 1/2, 1/4 ve 1/10’luk dilisyonlar ON

ekspresyonu Uzerinde farklilik olusturmamaktadir (p>0.05).
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9. Dental pulpa fibroblast hucrelerinde osteokalsin ekspresyonu tespit

edilememigtir.

Dental pulpa fibroblast huicrelerinde osteokalsin ekspresyonu tespit
edilememis olup bu sonug histolojik ve immunohistokimyasal ¢aligmalarla da
dogrulanmalidir.

Calisma sonuglarina genel olarak baktigimizda, PS, GMTA ve BMTA
doku mineralizasyonu yonunden biyouyumlu olarak goértlmekte olup daha
fazla sayida 6rnek, daha uzun sureli hicre kuiltarleri ve in vivo ¢alismalar ile
bu materyallerin doku mineralizasyonu Uzerindeki etkileri daha iyi olarak
ortaya konabilir.

PS’nin ON sentezinde en az GMTA ve BMTA kadar etkili olmasi ve
MTA'ya gore daha ucuz ve kolay bulunan bir materyal olmasi nedeniyle dis
hekimligi uygulamalarinda bir alternatif olarak dikkate alinabilecegini
gostermektedir. Bu amacla dis hekimliginde kullanilabilecek ticari formlara

donusturulmesinin yararh olacagini diusinmekteyiz.
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