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OZET

Atikler O. Yiiksek Molekiil Agirlikli Hyaluronik Asitin Insan Pulpa Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik FEtkisinin Ve Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Incelenmesi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Pedodonti ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2016.

Bu calismada yliksek molekiil agirlikli hyaluronik asitin insan pulpa hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisinin ve alkalen fosfataz aktivitesinin karsilastirmali olarak
incelenmesi amaglanmustir. 19-25 yas arasi bireylerin gomiik ti¢lincii biiyiik az1 dislerine
ait pulpa dokusundan elde edilen insan pulpa hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda
pasajlama islemi yapilmis ve calismada kullanilmak {izere 3. pasaj hiicreler secilmistir.
Olusturulan hiicre kiiltiirlerine hyaluronik asit (H-9390, Sigma Aldrich), Gengigel
Prof®, ProRoot® MTA, Biodentine™ ve Dycal® materyallerine ait salinim sivilari
uygulanmistir. 1. ve 7. gilinler sonunda hiicrelere anneksin V ve ethidyum homodimer
Il boyamas1 yapilarak akim sitometri analizi yapilmistir. Hiicre oranlar1 canli, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre olacak sekilde belirlenmistir. 7. ve 14. giinler
sonunda ELISA ile alkalen fosfataz aktivitesi degerlendirilmesi yapilmistir. Bulgular
IBM SPSS Statistics 22 programi ile analiz edilmistir. Verilerin degerlendirilmesi
sonucunda hyaluronik asit ve Gengigel Prof gruplari 1. ve 7. giinlerde kontrol grubu ile
benzer hiicre canlilig1 gostermis ve apoptoz ve nekrozu uyarmamustir (p>0.05). ProRoot
MTA ve Biodentine gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda biyouyumlu
bulunmustur (p>0.05). Dycal grubunda her iki giinde de hiicre canliligi diger tim
gruplara gore anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0.05). Mineralizasyonun erken
belirteglerinden olan alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi tiim gruplarda kontrol grubundan
yiiksek bulunmustur. ALP aktivitesinin 7. ve 14. giin sonuglar1 karsilastirildigida 14.
giinde artis oldugu belirlenmis ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Sonug olarak yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asit, insan pulpa hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki olusturmamis ve biyouyumluluk gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit, sitotoksisite, alkalen fosfataz, hiicre kiiltiirti, insan
pulpa hiicresi
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ABSTRACT

Atikler O. Evaluation of the cytotoxicity and alkaline phosphatase activity of high
molecular hyaluronic acid on human dental pulp cells. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Pedodontics. PhD Thesis. Istanbul. 2016.

The aim of this study was to investigate the cytotoxicity and alkaline phosphatase
activity of high molecular hyaluronic acid on human dental pulp cells. Human dental
pulp cells were derived from pulp tissue obtained from impacted third molars. After
cultures reached confluence, cell passages were performed and the cells at 3 passages
were used in experiments. Cultures were treated with hyaluronic acid (H-9390, Sigma
Aldrich), Gengigel Prof®, ProRoot® MTA, Biodentine™ and Dycal® extracts. On the
1% and 7" days of culture, after cell staining with annexin V and ethidium homodimer
I11, flow cytometry analysis was performed and vital, early apoptotic, late apoptotic and
necrotic cells were determined. On the 7" and 14™ days of culture, alkaline phosphatase
activity of the cells was performed with ELISA. The data were analyzed using IBM
SPSS Statistics 22. Hyaluronic acid and Gengigel Prof showed similar cell viability
with control group on 1% and 7™ days and did not induce apoptosis and necrosis of cells
(p>0.05). Proroot MTA and Biodentine was found biocompatible when compared by
control group however Dycal decreased cell viability on both days significantly more
than all the other groups (p<0.05). In all groups the induction of alkaline phosphatase
activity which is an early marker of mineralization increased depending on time
however statistically significant difference was not found with control groups (p>0.05).
In conclusion, high molecular hyaluronic acid has shown any cytotoxicty effects on

human dental pulp cells and exhibited good biocompatibility.

Key Words: Hyaluronic acid, cytotoxicty, alkaline phosphatase, cell culture, human

pulp cells
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1. GIRIS VE AMAC

Pulpa dokusunun canliligimmi siirdiirerek korunmasi uzun siiredir dental
tedavilerin temel amaglarindan biri haline gelmistir (18). Dentinojenik 6zelligini
kaybetmemis ve enfekte olmamis pulpanin travma sonucunda veya kavite preparasyonu
sirasinda perfore edilmesi veya yaralanmasi halinde doku dostu olan bir kimyasal
maddeyle ortiilerek canliligin1 korumasini saglamak amaciyla yapilan tedavi "direkt

pulpa kuafaji" olarak adlandirilmaktadir (8, 13, 123, 167, 176, 191).

Cesitli nedenlerle dis pulpasinda meydana gelen perforasyonlarin iyilesmesi
bircok faktore baglidir. Bu faktorlerden One c¢ikanlar; pulpa acikligimin boyutu,
perforasyonun olusum sekli (travmatik, mekanik veya ¢iiriik nedeni ile), bakteriyel
kontaminasyon durumu, pulpanin iyilesme yetenegi, hastanin yasi, kokiin olusum
asamasi, periodontal durum ve tedavide kullanilan materyaller olarak belirtilmektedir
(149, 158).

Giintimiizde pulpa kuafaj1 igin birgok farkli materyal bulunmasina ve kliniklerde
kullanilmasina karsin, ilk kez 1930'lu yillarda pulpa kuafajinda kullanilmaya baglanan
kalsiyum hidroksitin bu uygulamada altin standart olma o6zelligini korudugu
bildirilmektedir (149, 158). Yiiksek alkali yapida olma o&zelligi bakterisidal etki
olusturmakta ve pulpa hiicrelerini stimiile ederek onaric1 dentin olusumunu

saglamaktadir (16, 18, 33, 167, 168).

Bu olumlu 6zelliklerinin yani sira kalsiyum hidroksitin zamanla ¢6ziinmesi,
olusturdugu dentin kopriisiiniin tiineller igeren diizensiz bir yapt olmasi ve zamanla
sizinttyr Onleme kabiliyetindeki diisiis kullaniminda bazi soru isaretleri olusmasina

neden olmus, arastirmacilari yeni ve daha iistiin 6zellikli materyal arayisina yoneltmistir

(4, 149, 158).

Son yillarda, yiiksek doku uyumluluguna sahip olmasi, olusturdugu dentin
kopriisiinde tiinel defektlerinin olmamasi, yliksek alkali pH's1 ve bakteri geg¢isini son
derece iyi Onlemesi gibi olumlu 06zellikleri ile Mineral Trioksit Agregat (MTA)
materyali, pulpa perforasyonlarinin kuafajinda 6n plana ¢ikmaya baglamistir (94, 149,
158).



MTA ilk olarak 1993 yilinda Torabinejad tarafindan Loma Linda
Universitesi’nde gelistirilmis biyouyumlu bir materyaldir. 1998 yilinda Amerikan Gida
ve Ilag Yonetimi (FDA) tarafindan onaylandiktan sonra, deneysel ve klinik olarak genis
capli kullanim alan1 bulmustur (179). Ilk olarak kok kanal ucu dolgu materyali olarak
kullanilmis, daha sonra pulpa dokusunun kaplanmasi, furkal perforasyonlarin tamiri,
iatrojenik perforasyonlarin kanal i¢i tamiri, rezorpsiyon tedavisi, apeksifikasyon
sirasinda bariyer olusturmasi gibi ¢esitli klinik uygulamalarda da kullanim alan
bulmustur. Bu uygulamalarin temelini MTA’nin biyouyumlulugu, hermetik ortme
yetenegi, dental pulpa ve periradikiiler dokularin rejenerasyonunu artirma kapasitesi
gibi 6zellikleri olusturmaktadir (103). Ozgiin yapis1 ve yukarida sayilan bu 6zellikleri
materyale biiylik avantaj saglasa da, klinik kullaninmda MTA materyalinin uzayan
sertlesme siiresi ve manipiilasyon Ozelliklerinin zorlugunun klinisyenlere dezavantaj

olusturdugu belirtilmistir (23).

Biodentine™; son yillarda aktif biyosilikat teknolojisi ile tiretilmis olan, dentine
benzer mekanik Ozellikler tasiyan ve kuafaj ajam1 olarak da kullanilabilen bir
materyaldir. Biodentine™ pulpa canliliginin korunmasi i¢in dentin yiizeyinde ¢ok siki
sizdirmazlik saglayarak, uygun kosulllar1 yaratmaktadir. Bu sekilde postoperatif
hassasiyet olusmamasmi ve vital dis restorasyonlarinin uzun Omiirlii olmasini
saglamaktadir. Pulpa hiicreleri tizerinde olumlu 6zellikleri bulunmakta olup canli pulpa
dokusu ile direkt temasi durumunda onarici dentin olusumunu desteklemektedir (144,
193).

Hyaluronik asit, ekstraselliiler matriksin ana komponentlerinden biri olup
sinovyositler, fibroblastlar ve kondrositler tarafindan sentezlenmekte ve hiicre
proliferasyonunda, doku tamirinde, hiicre migrasyonunda ve bazi malign timdrlerin
progresyonunda rol oynamaktadir. Glikozaminoglikan ailesinin bir prototipidir;
sodyumsetilglikozamin ve glukuronik asitin olusturdugu disakkarit birimlerinden
meydana gelen bir polisakkarittir (40). Hyaluronik asit fizikokimyasal 6zellikleri ve saf
formunun non immiinojenik olmast nedeniyle yillardir tibbi alanlarda eksojen olarak
uygulamakta olup; dis hekimligi alaninda da antienflamatuar, antibakteriyel ve

nemlendirici etkilerinden dolay1 son yillarda siklikla kullanilmaktadir (29).

Bu caligmanin amact hyaluronik asitin insan pulpa hiicreleri iizerine sitotoksik

etkisinin kalsiyum hidroksit, MTA ve Biodentine™  materyalleri ile karsilastirmali



olarak in vitro kosullarda incelenmesi ve hyaluronik asitin direkt pulpa kuafaji icin

potansiyel bir materyal olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pulpa

Dis pulpast; hiicreler, hiicreler arasi esas madde, lifler, damarlar ve sinirler
iceren bir bag dokusudur. Dentinle kapli olan pulpa dokusu, apikal foramen ve kokiin
apeksi yakinlarindaki aksesuar kanallar yoluyla periodonsiyum ve viicudun geri

kalaniyla baglant1 halindedir (13, 184).

Isik mikroskobu altinda geng ve gelisimini tamamlamais bir siirekli dis pulpasinin
yapisina iligkin belirgin yapilar incelendiginde, predentine komsu en dis tabakasinda
odontoblast katmani bulunmaktadir. Pulpanin kuronal kismindaki odontoblastlar
kollajen sentezi yaparak mineralize olabilen dentin martiksini meydana getirmektedir.
Bu tabakanin i¢ kisminda ‘Weil katmani’ olarak adlandirilan goreceli olarak hiicresiz bir
katman bulunmaktadir. Burada kan damarlari, miyelinsiz sinir lifleri ve fibroblastlarin
silindir seklindeki sitoplazmik uzantilar1 vardir. Bu hiicresiz alanin i¢inde ise daha daha
yiiksek oranda hiicrenin bulundugu hiicreden zengin katman goriilmektedir. Merkezde
ise ¢ogunlukla fibroblastlar ile damar ve sinir paketinin en biiylik dallarmin bulundugu

pulpa 6zii olarak adlandirilan kisim mevcuttur (183).

2.1.1. Pulpa hiicreleri
Pulpada baslica 3 tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar; odontoblastlar, fibroblastlar

ve savunma hiicreleridir.

Odontoblastlar: Pulpanin yiiksek derecede farklilagmis hiicreleridir. Pulpanin
dis ortama en yakin hiicreleri olduklari i¢in ¢evresel uyaranlardan ilk etkilenen
hiicrelerdir. Odontoblastlar, dentinin mineralizasyonunu kontrol etmekte; ayrica
mineralizasyonla baglantili olan asit fosfataz ve alkalin fosfataz enzimlerini
salgilamaktadir (151, 183).

Pulpanin kuron kisminda morfolojik olarak siitun seklinde ve ¢ok sayida olan
odontoblastlar; diizenli kanallar1 bulunan normal ve diizenli dentin yapisini olustururlar.
Kokiin orta kisminda odontoblastlar daha ¢ok silindirik haldedir, yaptiklari dentin
kanallar1 daha az sayida ve daha az diizenlidir. Kokiin apikal kisminda ise daha az

farklilagsmis olan odontoblastlar daha kisa ve kiibik sekilde olup daha az kanalli ve daha



amorf yapidaki dentini olustururlar. Odontoblastlar kok kisminda diizleserek
fibroblastlara benzer bir goriiniim kazanirlar. Odontoblastlar farklilagsmanin son

asamadaki hiicreler olmasi nedeni ile daha fazla boliinemezler (13, 183).

Odontoblastlar hiicre govdesi ve uzantisi olarak iki ana bilesenden meydana
gelmektedir. Hiicre govdesi kalsifiye bir doku olan dentin sinirinda dizilmistir ve
hiicrenin sentezden sorumlu kismidir. Hiicre uzantisi ise predentin ve dentini asip dentin
kanalciklarinin i¢inde ¢esitli mesafelere kadar uzanir. Bu uzantilar  Tomes [ifi’ olarak da
adlandirilmaktadir. Odontoblast uzantilar1 yan dallarla birbirine baglanmaktadir (13,

183).

Odontoblast hiicreleri arasinda komsu odontoblastlar ile baglantiy1 saglayan 6zel
olusumlar bulunmaktadir. Bunlar desmozomlar, gegirgen bolge (gap junction) ve siki
baglantilardir (tight junction). Desmozomlar digaridan gelen uyarilara karsi birlikte
hareket etmeyi saglarken, gecirgen bolge hiicreler arasi aligveris ve iletisimi; siki
baglant1 bolgesi (tight juction) ise disaridan yabanci madde girigsinin engellenmesini
saglamaktadir (15, 183).

Fibroblastlar: Dis pulpasinda en ¢ok bulunan esas hiicrelerdir ve en fazla
oranda kuron pulpasinda bulunurlar. Kollajen sentezinde aktif rol alan hiicre grubudur.
Uzantilar1 ile birleserek pulpa dokusunun her tarafina yayilmiglardir. Elektron
mikroskobunda ig seklinde goriiliirler. Odontoblastlar gibi mezenkimden gelisirler fakat
odontoblastlara gore daha az farklilagsmis hiicrelerdir. En sik hiicreden zengin tabakada
goriilmektedir (13, 183).

Savunma hiicreleri: Savunma hiicreleri pulpada goriilen iltihabi bir durumda

pulpanin immiin cevabini baslatan hiicrelerdir (32).

Farklilagmamis mezenkim hiicreleri biitiin bag dokularinda oldugu gibi pulpada
da vardir. Hiicreden zengin tabakada goriirliirler. Bu hiicreler pulpa da kan damarlarinin
disinda bulunmaktadir. Bir yaralanmadan 6nce uzun olan bu hiicreler, yaralanmay1
takiben makrofajlara doniiserek yabanci maddeleri sindirmektedir. Ayrica bu hiicreler

gereksinime gore fibroblastalara ve odontoblastlara doniisebilmektedir (13).

Histiyositler uzun silindir seklinde hiicreler olup disartya uzanti verirler.
Gerektiginde bu uzantilar1 geri ¢ekerek makrofajlara dontisebilmekte boylece bakteri,

yabanci cisim ve 6lii hiicreleri fagosite edebilmektedir (13).



Ayrica pulpada; lenfosit, perisit, plazma hiicresi, eozinofil, ameboid hiicre ve

mast hiicresi gibi hiicre tipleri de gosterilmistir (8, 13, 32).

2.1.2. Hiicreler Arasi Esas Madde

Pulpa dokusunun hiicreleri, kan damarlari, sinirleri jelatinéz kivamli amorf
yapida bir ana madde igerisinde bulunmaktadir. Hiicreler arasindaki bu yap1 pulpa
dokusunun Dbiitiinliigiinii  saglar. Pulpanin ana maddesinin molekiil yapis1
mukopolisakkaridlerdir. Bu  bilesikler olduk¢a asidik olduklarindan  ‘asid
mukopolisakkarid’ olarak isimlendirilirler. Pulpadaki asit mukopolisakkaridler;
kondroitin siilfat, dermatan siilfat ve hyaluronik asit tipinde glikozaminoglikanlardir.
Glikozaminoglikanlar protein ve diger sakkaritlere baglanarak proteoglikanlar
olustururlar. Hidrofilik yapidaki bu biiyiik hacimli molekiiller su ile birlikte jel bir yap1
meydana getirmektdir (8, 13, 32). Aktif dentinogenez siirecinde goérev alan en onemli
proteoglikan, kondroitin siilfatken disin siirmesiyle birlikte hyaluronik asit ve dermatan
siilfat miktarinda artis olmakta ve kondroitin siilfat miktar1 6nemli 6l¢iide azalmaktadir

(151).

2.1.3. Pulpanin Bag Dokusu Lifleri
Pulpay1 olusturan yapilardan bir digeri bag dokusu lifleridir.

Kollajen Lifler: Kollajen lifler en ¢ok kuronal pulpada hiicreden zengin
tabakanin altinda ve kan damarlarinin etrafinda bulunurlar. Pulpa kollajenleri 50 nm
genisliginde ve birka¢ mikron uzunlugundaki liflerdir. Rastgele bir bigimde
diizenlenmis demetler olustururlar. Dentin kollajeni tip | kollajen iken pulpa kollajenleri
tip I ve tip III karistmidir. Odontoblastlar dentin matriksi ile biitiinlesmesi i¢in sadece
tip I kollajeni tretmekte, fibroblastlar ise hem tip | hem de tip Il kollajenin
tiretilmesinden sorumlu olmaktadir. Kollajen tipinin orani1 pulpada sabit olup yas ile

birlikte pulpanin genel kollajen igeriginde bir artis meydana gelmektedir (13, 147, 183).

Retikiiler Lifler: Retikiiler lifler kan damarlar1 ve odontoblastlarin ¢evresinde
bulunmaktadir. Pulpa hiicrelerinden ¢ikarak donen bantlar halinde odontoblastlar
arasindan gecerek mineralize olmayan predentin ag yapisina girerler. Bu lifler dentine

yakin yerlerde daha sik goriiliir ve ‘Von Korff lifleri’ olarak adlandirilmaktadir (13).



2.1.4. Pulpanin Damarlari

Pulpanin kendine has, genis ve Ozellesmis bir damarsal yapisi mevcuttur.
Pulpada gerg¢ek arter ve venler bulunmadigi igin pulpadaki en biiyiik damarlar
arteriyoller ve veniillerdir. Diglere gelen arterlerin dallar1 olan bir veya birkag arteriol,
sinir demetleri ile birlikte foramen apikaleden girerek pulpanin kan akimini
saglamaktadir. Daha kii¢iik damarlar da lateral veya yan kanallar yolu ile girebilirler
(13, 147, 151). Arterioller kok pulpasinin orta kismindan yukariya dogru uzanarak yan
dallarin1  odontoblast tabakasinin altina dogru gonderirler. Kuronal pulpaya
ulastiklarinda incelerek yelpaze seklinde acilip terminal arteriyolleri ve prekapilleri

olusturmak suretiyle subodontoblastik alanda kapiller ag meydana getirirler (159).

Veniiller pulpadaki kan dolasiminin ¢ikis tarafini olustururlar. Arteriollerden ¢ok
az daha genistirler. Veniiller ven6z kilcal damarlarin baglanti yerlerinden meydana
gelirler ve daha fazla kilcal damar katildik¢a genislerler. Apikal foramenden ¢ikarak

arka bolgede maksiller vene, 6n bolgede ise fasiyal vene dokiiliirler (183).

Pulpa kendini besledigi kadar dentini de beslemek zorundadir. Besinlerin ve
artik irtinlerin aligverisi bu kilcal damarlarda meydana gelir. Pulpanin i¢inde, ihtiyaci
olan biitiin alanlara en iyi kan akimini1 temin eden bir¢cok anteriyovendz anastomozlar

bulunur. Kan bu baglantilarla arteriyollerden veniillere gegmektedir (183).

Pulpaya kanin saglanmasi biiyiik oranda prekapiller sfinkterler ve bu sfinkterin

innervasyonunu saglayan sempatik sinir sistemi sayesinde olmaktadir (183).

2.1.5. Pulpamin Lenf Damarlan

Lenfatik damarlar pulpanin g¢evresindeki kiigiik, kor uglu ve ince duvarl
damarlardir (116). Bu damarlarin duvarlarinda ¢esitli kesintiler mevcuttur. Bu gézenekli
yapt hiicreleraras1 doku sivisinin, hiicrelerin, hiicre artiklarinin, plazma proteinlerinin ve
gerekli oldugu durumlarda lenfositlerin damar duvarindan geg¢mesini saglamaktadir
(183). Pulpadan disar1 c¢iktiktan sonra periodontal ligamentteki benzer damarlara

katilarak bolgesel lenf diigiimlerine drene olurlar (173).

2.1.6. Pulpamn Sinirsel Uyarimi
Pulpa dokusu hem duyu hem de motor sinirler igermektedir. Dig pulpasini inerve
eden duyusal sinirler hem miyelinli hem de miyelinsiz aksonlar icermektedir. Pulpada

iki tip duyusal sinir lifi bulunmaktadir. Bunlar A ve C sinir lifleridir. A lifleri miyelinli



liflerdir ve gaplarinin genis olmasindan dolayr hizli iletim yaparlar. Hizlarina gore A-
alfa, A-beta, A-gamma ve A-delta seklinde alt gruplara ayrilirlar. Pulpada ¢ogunlukta
bulunan A-delta lifleridir. C lifleri ise miyelinsiz lifler olup ¢aplarinin da kii¢iik olmasi
nedeniyle agri liflerini daha diistik hizda tasirlar. A lifleri cogunlukla mekanik ve termal
uyaranlarin neden oldugu keskin ve batici tipteki agrilari iletirken C lifleri siz1 ve

karincalanma gibi yanici ve spontan agrilari iletirler (13, 105, 151, 183).

Motor sinirler, otonom sistemin sempatik boliimiinden kaynagini alirlar. Bu
sinirler pulpa bosluguna ana pulpa damarlar1 ile girer ve onlarla birlikte dagilir. Bunlar
damar ¢apin1 kontrol ederek kan hacmini, kan akimini ve pulpa i¢i basincini kontrol

altinda tutmaktadir (183).

2.1.7. Pulpanmin Fonksiyonlari

2.1.7.1. Pulpanin Dentin Yapic1 Gorevi
Dis yasam siiresi boyunca pulpa hiicreleri farkli derecelerde ve degisik
formlarda dentin yapimina devam ederler. Odontoblastlar dentin yapimina inorganik
matriksi sentezleyip salgilayarak, yeni olusmus matrikse baslangigta inorganik
bilesenleri tasiyarak ve matriksin mineralizasyonuna izin veren bir ortam saglayarak {i¢

farkl1 yolla katilmaktadir (183).

Erken dis gelisimi boyunca primer dentin olusumu hizli ve diizenli bir sekilde
ilerler. Primer dentinin kanalli bir yapis1 vardir. Dis olgunluga eristikten sonra daha
diisiik hizla ve daha asimetrik bir bi¢imde olusan ve primer dentine gore daha az sayida
kanal iceren dentin sekonder dentin olarak adlandirilir. Primer dentinin
salgilanmasindan sonra orijinal postmitotik odontoblastlar herhangi bir yaralanma
durumu disinda istirahate gecerek yasamlart boyunca c¢ok smirli miktarda sekonder

dentin olusumuna katkida bulunmaktadirlar (13, 133).

Odontoblastlar ¢iiriik, travma veya restoratif islemlerle iliskili yaralanmaya
cevap olarak da dentin tiretebilmektedir. Yaralanmanin oldugu alanda konumlanan,
primer ve sekonder dentine gore daha az organize olan bu dentin tersiyer dentin olarak
adlandirilmaktadir (13, 183).

Tersiyer dentin, dis etkenin siddetine ve ona karsi gelisen biyolojik olaylara
bagl olarak, kendi i¢inde reaksiyoner tersiyer dentin ve tamir dentini olmak tizere iki alt

smifta degerlendirilmektedir. Reaksiyoner tersiyer dentin, hafif yaralanmalarda zarar



gormeyen odontoblastlar tarafindan iiretilen dentin kanalciklarinin devamlilik gosterdigi
dentindir. Tamir dentini ise, siddetli yaralanmalarda odontoblastlar canliligini
kaybettikten sonra farklilasan kok hiicreleri tarafindan olusturulan, kanalciksiz yapida
bir dentindir. Kemige benzer bir gériiniim kazandigi i¢in bu tip dentin ‘osteodentin’
olarak da adlandirilir (13, 124, 183).

Tamir dentini ile primer veya sekonder dentinin tiibiilleri arasinda devamlilik
olmamasi, tamir dentinindeki tiibiillerin diizensiz ve az sayida olmasi nedeniyle ve
canliligimi kaybeden odontoblastlarin yerini alan yeni odontoblast benzeri hiicrelerde
genellikle sitoplazmik uzanti bulunmasindan otiirii tersiyer dentinin gecirgenliginin

daha az oldugu diisiinilmektedir (48, 135).

2.1.7.2. Pulpanin Besleyici Gorevi
Pulpa, zengin kapiller ag ve odontoblastik tabakadaki ¢ok sayidaki uzantilar ile

oksijen ve besin maddelerini saglayarak dentinin canliligini korumak zorundadir (13).

2.1.7.3. Pulpanin Sinirsel Islevi

Diger bag dokulari gibi dis pulpasinin da temel fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi i¢in sinir kaynagina ihtiyact vardir. Pulpadaki sinirler, direkt dokunun
kendisine uygulanan ya da mine ve dentin boyunca olusan uyarilara yanit vermektedir.
Uyaranlarm algilanabilmesi kendini savunma olanagi saglamaktadir. Pulpa dokusu sinir
uclart yoluyla kan damarlarinin duvarlarindaki kas tabakasinin genisleme ve biiziilme
hareketleriyle kontrol edilmesini saglamakta ve kan akim hizin1 diizenlemektedir.
Boylelikle kapiller ile doku arasindaki sivi aligverisini etkilemekte ve pulpa i¢i basincin

siddeti tizerine etkin olmaktadir (8, 13, 32).

2.1.7.4. Pulpanin Savunma Gorevi
Odontoblastlar ¢iiriik, travma, atrizyon ya da restoratif islemler nedeniyle dentin
kalinliginin azaldigr ve devamliliginin bozuldugu durumlarda yeni odontoblastlarin
indiiklenmesi, farklilasmasi ve bu alana gociinii saglayarak dentin olusumunu

uyarmaktadir (183).

Ayrica pulpa yabanci cisimleri tanimlama yetenegine sahiptir. Ornek olarak dis
clirliglindeki bakterilerin meydana getirdigi toksinleri taniyarak bu maddelere bagisiklik

yaniti olusturabilir (183).
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2.2. Direkt Pulpa Kuafaj Tedavisi

Pulpa, kavite preparasyonu sirasinda ¢iiriik olusumu, travma veya iyatrojenik
faktorler gibi nedenler ile perfore olabilmektedir. Direkt pulpa kuafaj tedavisi, kuronal
doku kaybinin smirlt oldugu, dentin yapma giiclinii yitirmemis saglikli pulpanin
canliligin1 saglamak ve iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla dentin yapimini uyaracak

biyouyumlu bir materyal ile 6rtiilmesi islemidir (8, 124, 168).

Acik pulpa dokusunun iizeri biyolojik olarak, sizint1 ve oral kontaminasyonu
engelleyecek sekilde kapatildiginda, pulpanin hiicre reorganizasyonunu ve dentin

kopriisii olusumunu saglayacak kapasitede oldugu kanitlanmistir (34, 172).

Direkt pulpa tedavisinde prognoz, tedavinin baslamasindan onceki pulpanin
durumu ile ¢ok yakindan ilgilidir (41). Hastanin genel saglik durumu ve klinik hikayesi,
clirigiin ilerlemesi, ileride yapilmasi planlanan restorasyon ¢esidi, mevcut pulpa
semptomlari, pulpanin uyaranlara verdigi cevap, pulpal yaralanmanin biyiikligi ve
perforasyonun boyutlari, pulpal kanamanin derecesi, periodontal durum ve perforasyonun
tizerinden gegen siire uygulanacak tedavinin seg¢imi Ve prognozu acgisindan Onemli

faktorlerdir (137).

Direk pulpa kuafajinin pulpal kanamanin kontrol altina alinabildigi, irreversible
pulpitis semptomlar1 gostermeyen, perkiisyon ve palpasyonda agri olmayan, vitalite
testlerine olumlu cevap veren, restorasyon agisindan madde kaybmin fazla olmadig

dislerde uygulanma endikasyonu bulunmaktadir (41, 175).

2.2.1. Direkt Pulpa Kuafaj Tedavisinde Basariy1 Etkileyen Faktorler

2.2.1.1. Bakteri kontaminasyonu ve mikrosizinti

Bakteriyel kontaminasyon direkt pulpa kuafajinda basariy1 belirleyen en 6nemli
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Dis hekimliginde uzun yillar bir ¢ok
restoratif materyalin pulpa i¢in toksik olduguna inanilmistir. Ancak 1970°1i yillardan
itibaren yapilan ¢alismalarda pulpanin bakteri sizintisini 6nledigi siirece uygulanan
materyalleri tolere edebildigi gosterilmistir (12, 177). Pulpanin iyilesme kapasitesi
incelendiginde, pulpa iltihab1 ve nekrozu olusmasinda bakteriyel sizintinin dnlenmesi
onemli bir etkendir. Calismalar bakteriyel mikrosizintinin dentin kopriisii olusumunu
azaltigim1 ve bu nedenle kullanilan kuafaj materyalinin mikrosizintiyr 6nleyecek
kapasitede ve ozellikte olmas1 gerektigini gostermistir (74, 124, 138). Ayrica kavite

preparasyonu sirasinda olusabilecek bakteriyel kontaminasyona engel olmak igin
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kavitede ¢iiriik birakilmamasina, tiikriik izolasyonun iyi yapilmasia dikkat edilmesi

gerektigi bildirilmistir (104, 126).

2.2.1.2. Perforasyonun Biiyiikliigii
Bazi aragtirmacilar tarafindan pulpal perforasyonun biiyiikliigli arttik¢a direkt pulpa
tedavisinde basarmin distiigii diisiiniilse de, zaman igerisinde perforasyon boyutunun
zannedildigi kadar etkili olmadigi, pulpanin durumunun ve bakteriyel kontaminasyonun
tedavinin basarisi i¢in daha 6nemli oldugu 6ne siiriilmiistir (112). Travmaya bagli olusan
genis perforasyonlar ve amputasyon tedavisi sonrasi dentin kopriisii olusmasi da
perforasyon biiyiikliiglinlin basariy1 etkileyen bir faktér olmadigini diisiindiirmektedir

(14, 38, 107, 112, 189).

2.2.1.3. Kanama kontrolii
Direkt pulpa tedavisinde onemli faktorlerden biri de kuafaj materyalinin
uygulanmasindan 6nce kanama kontroliiniin iyi bir sekilde saglanabilmesidir (117, 170).
Pulpanin perforasyonu odontoblast tabakasinda harabiyete ve altinda yer alan pulpa
dokusundaki kapillerde hemorajiye neden olmaktadir. Kanama miktar1 agilan kan
damarlarinin sayisina ve yaranin genisligine baghidir (25).

Kanama kontoliiniin saglanmasi iki nedenle 6nemlidir. Bunlardan birincisi kontrol
altina alinamayan kanamanmn pulpada inflamasyon belirtisi olma ihtimali, digeri
kanamanin kontrol altina almmamamasina bagli olarak ¢evre dentin dokusunun
kirlenmesi ve bunun sonucunda wuygulanacak materyalin iyi bir baglanma
saglayamayarak mikrosizintiya neden olmasidir (45, 170). Ekspoze olmus pulpa dokusu
tizerinde kan pihtis1 kalmasinin dentin kopriisti olusum hizini azaltabilecegi, ayrica internal
rezorpsiyona sebep olabilecegi bildirilmistir (25).

Pulpa perforasyonunda agilan bélgede kiigiik, agik kirmizi veya pembe renkli ve 2-
3 dakika igerisinde kontrol altina alinabilen bir kanama mevcut ise pulpa kuafaji islemi
yapilmas1 uygun goriilmektedir. A¢ilan pulpada kanama yogun ve kolayca kontrol altina
alinamiyor ise pulpa kuafajinda basari ihtimalinin diisiik olacag: diisiiniilmektedir (30,
136, 172).

2.2.1.4. Pulpanin yasi
Dis pulpasinda yasa bagli olarak hiicreler ve hiicreler aras1 ana maddede bazi
degisiklikler meydana gelmektedir. Hiicreler arasi ana maddede hyaluronik asit azaldigi,

kondroidin siilfatin ise arttig1 gézlenmektedir. Ayrica su-elektrolit dengesi degismekte
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ve hiicreler arast maddenin fonksiyonlari kisitlanmaktadir. Geng bireylerde pulpa
dokusunda hiicreler ¢ogunlukta iken yash bireylerde pulpa dokusunda fibréz doku ve
kalsifik birikintilerde artma olur ve pulpa dokusunun hacminde kii¢iilme olmaktadir (8,
13). Yasa bagli olarak hiicre farklilasmasi, mitoz hizi, yenilenme azalir ve hiicreler
atrofiye ugramaktadir. Buna baglh olarak hiicrelerin metabolik aktiviteleri azalmakta ve
dis etkenlere yanit verme giigleri kaybolmaya baslamaktadir (8, 112). Direkt pulpa
tedavisinde iyilesmenin gen¢ bireylerde daha iyi oldugu diisiinlilse de, pulpanin
yaslanmasinda kisinin yasindan ¢ok disi etkileyen dis faktorlerin  6nemli oldugu

bildirilmigtir (112).

2.2.1.5. Kavite dezenfeksiyonu
Kavite preparasyonunu sonrasi cliriikten etkilenmis mine ve dentinin yetersiz
miktarda uzaklastirllmasi sonucu kavite igerisinde birakilabilen bakteriler iyi bir
restorasyon saglanabilse de pulpaya difuze olarak pulpal irritasyon ve inflamasyona
sebep olmaktadir. Bu nedenle genellikle dentin dezenfeksiyonu amaci ile Kkavite
dezenfektanlarinin kullanilmas: veya igeriginde dezenfektan etkili bilesimlerin var

oldugu materyallerin kullanilmasi 6nerilmektedir (20, 134).

2.2.1.6. Uygulama yapilan disin siit ya da siirekli dis olmasi
Siit dislerinde direkt pulpa kuafaji tavsiye edilmemekle birlikte olgunlagsmamis
stirekli diglerde basar1 ile kullanilabilmektedir. Siit dislerinde direkt pulpa kuafajindaki
basarisizligin siit disi pulpasinin yiiksek hiicresel iceriginden kaynaklanabilecegi ve
farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin odontoklastlara doniiserek internal rezorbsiyona

neden olmasi sebebi ile gergeklestigi 6ne siirtilmiistiir (98, 104).

2.2.1.7. iyatrojenik faktorler
Tedavi siirecinde, kavite preparasyonu sirasinda el aletinin veya frezin
uyguladigi basing, frezin donme hizi, siirtinmeye bagli olusan 1s1, kullanilan
sogutucunun c¢esidi ve kavite dezenfeksiyonu icin kullanilan bazi ajanlar, kuafaj
materyalinin yerlestirilmesi sirasinda uygulanan basing gibi bir¢ok dis faktoriin pulpa
dokusunun tedaviye verecegi yanit1 olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir (36, 67, 125,
172).



13

2.2.1.8. Kullanilan kuafaj materyali secimi
Basarili bir kuafaj tedavisi icin, direkt pulpa kuafaj tedavisinde kullanilan
materyallerin ¢esitli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Kullanilan kuafaj materyali
biyouyumlu olmali, agiga ¢ikmis pulpa dokusuna iyi bir baglanti saglayarak bakteriyel

sizintiy1 onleyebilmeli ve tamir dentin kopriisii olusumunu uyarabilmelidir (33, 134).

Direkt pulpa kuafaji icin ge¢cmisten giliniimiize kadar deneysel veya tedavi
amagli bir¢ok materyal onerilmistir. Bunlar; kalsiyum hidroksit (4, 5, 39, 56, 77, 117),
adeziv sistemler (6, 56, 60, 77, 101), biiytime faktorleri (78, 140), siyanoakrilatlar (39,
143), hidroksiapatit (174), hyaluronik asit (18, 162), tetrakalsiyum fosfat (192), cesitli
antibiyotikler (21, 119), Kkortikostreoidler (21, 81), dentin pargalari (139), albumin
(130), kondroitin siilfat (91), kollajen (91), propolis (51, 160), mineral trioksit agregat
(4, 5, 16, 22, 54, 142) ve Biodentine (142, 144)’dir.

2.3. Kalsiyum Hidroksit

[k olarak 1838 yilinda Nygren ve 1851 yilinda Codman tarafindan kullanilan
kalsiyum hidroksitin dis hekimliginde yaygin olarak kullanilmas1 1920 yilinda Herman
tarafindan pulpa kaplama ajan1 olarak Onerilmesinden sonra baglamistir. Kalsiyum
hidroksit direkt ve indirekt pulpa kuafaji, apeksogenezis, apeksifikasyon, kok
rezorpsiyonlari, iatrojenik kok perforasyonlari, kok kiriklari, reimplante dislerin tedavisi
ve seanslar arast kok kanal medikamenti gibi gesitli kullanim alanlarma sahiptir.
Gilinimiizde halen kuafaj tedavilerinde siklikla kullanilmakta, calismalarda ‘altin

standart’ olarak kabul gérmektedir (7, 55).

Kalsiyum hidroksit molekiil agirlig1 74.08 olan, suda diisiik ¢oziiniirliik gosteren
(25°C’de 1.2 g/l), beyaz kokusuz bir tozdur ve 12.5-12.8 arasinda degisen ph’lardaki
formlar1 mevcuttur. Kalsiyum hidroksitin diisiik ¢oziilme degeri, kalsiyum ve hidroksil
iyonlarmin yavag salimmi saglamakta ve bu 6zelligi uzun donem kullanimi i¢in avantaj

yaratmaktadir (55).

Kalsiyum hidroksitin antibakteriyel etkisinin hem yiiksek alkalen 6zelligi hem
de reaktif bir serbest radikal olan hidroksil iyonlarinin salimma bagli oldugu
bildirilmistir (59). Ortama salinan hidroksil iyonlar1 etkilerini bakterilerde hiicre
membran hasart olusturarak, protein denatiirasyonu yaparak ve bakteriyel hiicrenin

DNA’sina zarar vererek gostermektedir (52, 55).
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Kalsiyum hidroksitin pulpa dokusu iizerinde yiiksek pH’sindan kaynaklanan bir
kostik etki (kimyasal koterizasyon) yarattigi ve bu kostik etki sonucunda olusan
nekrozun dentin kopriisii yapimi igin uyarict bir etki gosterdigi bildirilmektedir. Agik
pulpa dokusu tizerine kalsiyum hidroksit pat1 yerlestirildiginde kuvvetli kimyasal etki
ile enzimleri bloke ederek yiizeysel likefaksiyon nekrozuna neden olmaktadir. Bu
bolgede dokunun yapist bozularak koagiilasyon nekrozu olusmakta ve bu tabakanin
altindaki mezenkim hiicreleri nekrotik tabaka tarafindan indiiklenerek Once
fibroblastlara daha sonra odontoblastlara dontismektedir. Koagiile nekrotik dokunun
yaygin olarak kalsifiye hale gelmesi sonucunda sert doku kopriisii olustugu ancak
olusan dentin kdpriisiinde tiinel defektlerine sahip bir yap1 olabildigi bilinmektedir (16,
33, 167).

Kalsiyum hidroksitin hidroksil grubunun olusturdugu alkali pH, dentinin mineral
yapisin1 bozan osteoklast kaynakli laktik asitin nétralizasyonunu saglamakla birlikte ayni
zamanda sert doku olusumunda 6nemli rol oynayan alkalen fosfataz enzimini de aktive
etmektedir. Alkalen fosfataz, fosfat esterlerini ayirarak fosfat iyonlariin serbestlesmesini
saglamakta, serbestlesen fosfat ise kalsiyum iyonlari ile etkileserek organik matrikste

kalsiyum fosfat olarak ¢okelmektedir (128).

Yapilan caligmalarda kalsiyum hidroksit uygulanmasi sonucu pulpa yiizeyinde
duran enzimatik faaliyetlerin ancak yedi giin sonra basladigin1 ve farklilagan bu yeni
hiicrelerin ancak 28. giinde orjinal hiicrelerin enzimatik faaliyet diizeyine ulastigim
gostermistir (13). Stanley ve ark. calismalarinda ilk tamir dentinini 12. giinde
gozlediklerini bildirirken (171), Mcwalter ve ark. dentin kopriisiiniin 1-4 aylar arasinda

olustugunu belirtmislerdir (118).

Kalsiyum hidroksitin dentin kopriisii olusturmasi {izerine diger bir goriis ise,
kalsiyum hidroksiti sert doku olusumunu uyardigi fakat mineralizasyon sirasindaki
kalsiyum iyonlarinin tamir bdlgesine kan dolasimi yoluyla geldigi seklindedir. Buna
gore kalsiyum hidroksit mineralizasyon i¢in bir kaynak degil, mineralizasyonu stimule
eden bir aragtir (72).

Bazi arastirmacilar kalsiyum hidroksit sonrast dentin kopriisii olusumu gozlense
bile pulpanin kronik iltihapli kalabildigini ve canli pulpanin kalsiyum hidroksitle

ortlilmesini takiben i¢ rezorsiyon goriilebildigini bildirmislerdir (13, 166).
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Kalsiyum hidroksit esasli materyallerin tamir dentini olusumunu uyarmasi ve
yapilan pulpa kuafajindan sonra uzun donemli takiplerde pulpa dokusunun canliligini
korudugunun gosterilmesi en olumlu ozelligi olarak bilinmektedir. Ancak kalsiyum
hidroksit altindaki dentin kopriilerinde gozlenebilen tiinel defektleri nedeniyle
materyalin dentin yiizeyine zayif baglanmasi sonucu mikrosizintinin 6nlenemedigi ve
bir siire sonra restorasyon altinda ¢Oziindigi gozlenmistir. Bu olumsuz
ozelliklerinedeni ile kalsiyum hidroksite alternatif olabilecek klinik materyaller
konusundaki arayiglar halen devam etmektedir (35, 65, 76, 133).

2.4. Mineral Trioksit Agregat (MTA)

[k olarak 1993 yilinda Torabinejad tarafindan Loma Linda {iniversitesinde
gelistirilen Mineral Trioksit Agregat 1998 yilinda “Amerikan Gida ve ilag Yonetimi
(FDA)” tarafindan onaylanmis ve klinik kullanim alan1 bulmustur (179).

MTA, Torabinejad ve ark. tarafindan trikalsiyum silikat (3Ca0.SiOy),
trikalsiyum aluminat (3Ca0.Al,03), trikalsiyum oksit (Ca,03) ve silikat oksit’in (SiOy)
ince hidrofilik partikiillerini igeren bir toz olarak tanimlanmustir. Bizmut oksit (Bi;O3)
tozu yapiya radyoopak Ozelligi saglamak amaciyla katilmistir (181). Piyasada gri ve
beyaz MTA olarak iki formda bulunmaktadir. Ilk olarak gri versiyonu iiretilmistir.
Ancak on dislerde renklesmeye neden oldugu i¢in daha sonra beyaz MTA piyasaya
stirilmustiir. Beyaz renkli MTA’da gri renkli olan MTA dan farkli olarak tetra kalsiyum
alumino ferrit (4Ca0.Al;05.Fe;03) bulunmamaktadir. Ayrica beyaz MTA’nin  gri
MTA’ya gore daha kiigiik partikiiller icerdigi bildirilmektedir (57).

1995 yilinda ticari olarak ProRoot® MTA (Tulsa Dental Products, Tulsa, OK,
USA) seklinde piyasaya sunulan gri MTA ilk olarak kok ucu dolgu materyali olarak
kullanilmis; daha sonra giiniimiize kadar furkasyon perforasyonlarinin tamiri, siit ve
siirekli dislerin pulpa kuafaji, siit disi pulpatomi tedavileri, apeksifikasyon, siit ve
stirekli  dislerin kok kanal tedavisi, rezorbe defektlerin tamiri, iyatrojenik

perforasyonlarin tamiri gibi c¢esitli klinik uygulamalarda kullanim alani bulmustur

(179).

MTA tozu su ile karistirildiginda yaklasik 3 saatte sertlesen kolleidal jel haline
gelmektedir. Torabinejad ve ark. ProRoot® MTA ig¢in sertlesme siiresini 2 saat 45 dk
(+5 dk) olarak rapor etmistir (180). Gandolfi ve ark. gri MTA’ ’nin sertlesme siiresini 2
saat 50 dk olarak bildirirken (63), Islam ve ark. beyaz MTA igin final sertlesme
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stiresisini 140 dk, gri MTA igin ise 175 dk olarak bildirmistir (86). MTA’nin diger
materyallere gore uzun siirede sertlesmesi klinik olarak bir dezavantaj olarak goriilsede,
buna bagl olarak daha az boyut kaybina ugramasi mikrosizintiyr dnlemesi agisindan

lehine bir 6zellik olarak degerlendirilmistir (180).

MTA diisiik ¢oziiniirliik 6zelligine sahiptir, ayrica hidrofilik 6zelliginden dolay1
cevre dokudaki nem varligt bu materyalin kimyasal reaksiyonu i¢in bir aktivator
vazifesi gormektedir. Radyoopasitesinin dentinden biraz daha fazla oldugu
bildirilmektedir (181).

MTA karnigtirnnldiginda pH degeri 10,2 olarak goriilirken sertlesme
reaksiyonundan sonra pH’smin 12,5’¢ yiikseldigi bildirilmektedir. Gri MTA ile
karsilastirildiginda beyaz MTA’nin karistirildiktan 60 dk. sonra belirgin derecede daha
yiiksek pH degerine sahip oldugu bildirilmistir. Maddenin mikroorganizmalara karsi
olan antibakteriyel etkisinin bu yiiksek pH 6zelligine bagli oldugu diisiiniilmektedir.
MTA’nin Kalsiyum hidroksit ile benzer alkali pH derecelerine sahip olmasi, her iki
materyalin de sert doku olusumunu indiikleme 6zelligini artirdigini diistindiirmektedir

(86, 180).

Materyalin etki mekanizmasiyla 1ilgili olarak temelde kalsiyum hidroksit
icermedigi, yapisindaki kalsiyum oksitin doku sivilari ile temasi sonucu kalsiyum
hidroksite doniistiigii seklinde goriisler oldugu gibi, materyalin saldigi temel iyonun
kalsiyum oldugu ve salinan kalsiyumun doku sivilarindaki fosfatlarla reaksiyona girerek

hidroksiapatit olusumu gozlendigi seklinde farkli goriisler de mevcuttur (75, 161).

MTA’nin doku tarafindan iyi tolere edilebilir bir materyal oldugu, ayn1 zamanda
hiicre farklilagsmasi ve aktivasyonunu uyararak sert doku olusumunu indiikledigi tespit
edilmistir. MTA nin olusturdugu dentinogenez, materyalin sizdirmazlik 6zelliginin,
yiksek doku uyumunun ve bazik karakterde olmasimin bir sonucu oldugu

belirtilmektedir (122, 149, 181).

Aeinehchi ve ark. insanlarda pulpa kuafaj materyali olarak MTA ve kalsiyum
hidroksiti kiyasladiklar1 histolojik bir ¢alismada; MTA grubunda kalsiyum hidroksit
grubuna gore daha sik odontoblastik tabaka formasyonu ve daha kalin dentin tabakasi

gbzlendigini, ayrica daha az hiperemi, nekroz ve iltihap olustugunu belirtmislerdir (5).
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In-vitro aragtirmalarin birgogu MTA nin, sert doku iyilesmesi siirecinde gerekli olan
sitokin ve sinyal molekiillerinin {iretimini tesvik ettigini gostermektedir. Bonson ve ark.
MTA’ nin gingival ve periodontal hiicrelerde alkalen fosfataz, osteonektin, osteopontin
ve osteonidjen gibi osteojenik fenotipler {lizerinde indiiksiyon etkisi oldugunu

gOstermistir (19).

Son yillarda materyalin antimikrobiyal 6zelliklerini gelistirmek i¢in klorheksidin
gibi ajanlarla karistirilmasi yoniinde calismalar yapilmakla birlikte bu uygulamanin
sitotoksik 6zelligi arttirdig1 diistiniilmektedir. Hernandez ve ark. yaptiklari bir calismada
distile su ve % 0.12’lik klorheksidin ile hazirladiklart MTA’y1 fare gingival fibroblast
ve makrofaj hiicreleri iizerine uygulayarak hiicreler tizerinde olusturduklari apoptozu
incelemisler, sonu¢ olarak klorheksidinle karistirilan grupta hiicre apoptozunun

indiiklendigi belirtmislerdir (73).

MTA’nin basing dayanci diisik oldugu i¢in daimi dolgu maddesi olarak
kullanim1 Onerilmemektedir. Bir restoratif madde ile birlikte kullanildiginda MTA,
biyouyumlulugu ve bakteriyel sizdirmazlik gibi 6zellikleri sayesinde pulpanin
korunmasi, tamiri ve canliliginin devamini saglamada ideal bir materyal olarak 6n plana
cikmaktadir. Ancak teknik olarak halen ¢oziilememis renklesme problemi, sertlesme
sliresinin uzun olmasi, tasima ve yerlestirme giicligii ve yiiksek maliyet gibi
dezavantajlarnm klinik kullanimi smirlandirdigi bildirilmekte ve bu nedenlere bagh

olarak alternatif materyal arayislari devam etmektedir (17, 23, 90, 179).

2.5. Biodentine™

Biodentine™ (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Fransa) aktif biyosilikat
teknolojisi ile iiretilmis kalsiyum silikat esasli yeni bir materyaldir. Toz kismi bir kapsiil
icerisindeki trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum karbonat, zirkonyum oksitten
olusurken likit kismi1 ayr1 bir tiip igerisindeki kalsiyum kloritten olusmaktadir. Likit kismin
kapsiile eklenmesi sonrasi amalgamatorde karistirilarak kullanima hazir hale gelmektedir
(145, 157). Trikalsiyum silikat MTA ve Biodentine™ igin ortak komponent olarak
goziikse de X-ray difraksiyon analizi, Biodentine™’nin yapisindaki trikalsiyum silikatin
triklinik kristal formunda, MTA’nin ise monoklinik kristal formunda oldugunu
gostermistir. Ayrica Biodentine™’in MTAya gore daha kii¢lik yapida ve yiizey alanina
gore daha fazla sayida trikalsiyum silikat partikiiliinden olustugu bildirilmistir (24).
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Biodentine™’in toz ve likit kisimlart karistiktan sonra jel bir yapiya
dontismektedir, ardindan iyonik degisim baslamakta ve sertlesme reaksiyonu sonrasi
tamamen kat1 halini almaktadir (24). Sertlesme siiresi {iretici firma tarafindan 12 dakika
olarak bildirilmekle beraber Grech ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda final sertlesme
stiresini 45 dakika (69), Kaun ve arkadaslar1 85.66 dakika olarak belirtmislerdir (95).
Biodentine™’in elastiklik modiilii dentine ¢ok benzer olup 22.0 Gpa’dir. Basing

dayanimi ve mikrosertlik degerleri de dentin dokusuna benzemektedir (157).

Bu materyal ilk olarak dentinin taklit edebilen bir materyal olarak tanitilmis ve
iyl ttkama kabiliyeti, yiliksek sikisma dayanimi, kisa sertlesme siiresi, biyouyumlu ve
biyoaktif olusu gibi o6zellikleri nedeniyle kuron ve kok perforasyonlarinin tamiri,
apeksifikasyon ve kok ucunun doldurulmasi gibi islemler i¢in kullanimi Onerilmistir

(145, 157).

Biodentine™ yeni bir materyal olmakla beraber, simdiye kadar yapilan
caligmalarda veriler materyalin periradikiiler ve pulpal hiicreler lizerinde sitotoksik etki
olusturmadig1 ve doku tarafindan kabul edilebilir bir materyal oldugunu géstermistir.
Yapilan bir ¢alismada gomiik {iglincii bliylik az1 dislerinden elde edilen dental kok
hiicreler iizerinde Biodentine’in hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve adezyonunu
artirdigi belirlenmis ve bu oOzellik materyalin biyoaktif ve biyouyumlu olmasina
baglanmustir (114).

Biodentine™, uygulandigi alanda pulpa hiicrelerini uyararak hiicrelerde erken
mineralizasyonu baslatan TGF-B1 sekresyonunu artirmaktadir. Sertlesme reaksiyonu
sirasinda ortaya ¢ikan kalsiyum hidroksitin yiiksek pH’sina bagli olarak yara bolgesinde
koagiilasyon nekrozu olusturmaktadir. Bu nekroz alani dncii hiicrelerin odontoblastlara
farklilasmasini uyararak reaksiyoner dentin olusumunu saglamaktadir. Antibakteriyel
Ozelligi de yiiksek alkalen yapisindan kaynaklanmaktadir (157). Arastirmacilar fare
pulpa hiicreleri iizerinde Biodentine™’in biyoaktif etkisi oldugunu, hiicrelerde

proliferasyonu artirdigini ve biyomineralizasyonu indiikledigini gostermistir (193).

Laurent ve ark. insan lefositleri ve pulpa hiicreleri iizerinde Biodentine™’in
sitotoksik ve genotoksik etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda materyalin mutajenik
olmadigini, biyouyumlulugu oldugunu ve hiicrelerin mineralizasyon, kollajen sentezi,
dentin sialoprotein sentezi, nestin ekspresyonu gibi spesifik fonksiyonlarini olumsuz

etkilemedigini belirtmislerdir (108). Diger bir ¢alismada ise Biodentine™’nin pulpa
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progenitdr hiicreleri aktive ederek odontoblastlara farklilasmasin1 ve dentin

rejenerasyonu sagladiklarini belirtmislerdir (3).

Nowicka ve ark. ortodontik amagla ¢ekilecek olan 28 siirekli dise direkt kuafaj
materyali olarak Biodentine™ ve MTA’y1 uygulamislar; her iki grupta da 6 haftalik
gozlem periyodu boyunca Orneklerin biiyiikk c¢ogunlugunda dentin formasyonu
gozlenirken enflamatuar pulpa cevabinin olmadigmi ve kuafaj materyali olarak
Biodentine™’in MTA’ya iyi bir alternatif olabilecegini belirtmislerdir (144).

2.6. Hyaluronik Asit

“Hyaluronat” veya ‘“hyaluronan” olarak da bilinen Hyaluronik Asit (HA)
ozellikle bag dokusunun ekstraselliiler matriksinde bulunan, B1-3 ve B1-4 glikozidik
baglarla baglanmis glukuronik asit ve n-asetilglukozamin disakkaritlerinin lineer
polimeridir (Sekil 2-1). Ilk olarak 1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer tarafindan
gbzin vitréz cisminde kesfedilmistir. Ardindan eklemlerin sinovyal sivisi ve deri,
kikirdak, gobek bagi, ekstraselliiler matriks, eklem kapsiilii, kas dokusu gibi bir¢cok
viicut bolgesinde varligi tespit edilmistir. Organizmada her yerde dagilmis olmasina
ragmen en yiiksek oranda bag dokusunda, en diisiik oranda ise kan serumunda

bulunmaktadir (141).

CoO0 " CH,0H
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O O O
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OH H NHCOCH,
D-Glucuronic acid N-acetylglucosamine

Sekil 2-1: Hyaluronik asitin kimyasal yapis1

Viicuttaki bir¢ok hiicre, hiicre sikluslarinin belirli bir asamasinda HA
sentezleyebilme kapasitesine sahiptir. HA ekstraselliiler matriksin pasif, yapisal bir
bileseni olarak diisiiniilmiisse de gilinlimiizde hiicre migrasyonu ve morfogenezisin de

icinde bulundugu baz1 biyolojik olaylarda etkili oldugu bilinmektedir (1, 188).
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HA ya hayvansal kaynaklardan ya da bakteriden fermentasyon ya da dogrudan
izolasyonla elde edilir. Elde edildigi hayvansal kaynaklar, horoz ibigi, omurilik, deri ve
eklem sivisidir. Diger hayvansal dokulara gore oldukga yliksek oranda HA tasimasi
nedeniyle, en fazla kullanilan kaynak horoz ibigidir. Mikroorganizmalardan

fermentasyon teknigi ile elde edilen HA yiiksek safliktadir (178).

2.6.1. Hyaluronik Asitin Fizikokimyasal ve Yapisal Ozellikleri

HA dogadaki en higroskopik molekiillerden birisidir. I¢inde bulundugu
ortamdaki su molekiillerini difiizyon yoluyla veya c¢eperinde yogunlastirarak
azaltabilmektedir. Bu 6zellik biyolojik fonksiyonlarina katkida bulunan esas 6zelliktir
ve tiim iyilesme, hiicre yenilenmesi, hiicre sinyali, dokulara yapisma siireglerini
etkilemektedir. Su tutabilme yetenegi ile ekstraselliiler matriks i¢inde yarattigi hacim
kendi hacminin 1000 kati kadardir. Bu sayede hiicrelerin proliferasyonuna izin verirken
inhibitor temaslar1 6nleyebilmektedir (9, 29, 50, 89).

Farkli molekiil agirhigma sahip olan HA’nin molekiil agirhigi 1x10° ile 10" Da
(Dalton, MA birimi) arasinda degismektedir. Yapisina eklenen her disakkarit igin
yaklasik 400 dalton kadar agirlig1 artmaktadir. Yiiksek molekiiler agirlikta ve molekiiler
yapist yogun bir sekilde polimerize iken biyolojik islevi en yiiksek seviyededir. Suda
¢oziinen HA c¢ok viskozdiir. Viskoelastisitesi, molekiil agirligina, konsantrasyonuna,

pH’sina ve iyon giiciine bagli olarak degisebilmektedir (87, 141).

HA fiziksel ve kimyasal dzelliklerine bagli olarak CD44 ve RHAMM ad: verilen
membran reseptorleri araciligi ile degisik hiicrelerle etkilesime girebilmektedir.
Reseptorler araciligi ile embriyonik donemde hiicre gelisimi ve farklilagsmasi, hiicresel
homeostazin ~ siirdiiriilmesi, doku hidrasyonun saglanmasi, matriks yapisinin
diizenlenmesi ve proteoglikan organizasyonu, hiicreler aras1 madde gogiiniin dnlenmesi
ve hiicresel hareketleri etkilemek gibi pek ¢ok olayda biyolojik rol oynamaktadir (87,
141).

2.6.2. Hyaluronik Asitin Sentezi
HA’nin matriks molekiilleri arasinda kendine has 6zellikleri bulunmaktadir.
Kondroitin siilfat, keratan stilfat gibi diger glukozaminoglikanlar golgi cisimciginde

sentezlenirken HA plazma membranimnin sitoplazmasinda sentezlenmektedir. Ayrica HA
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stilfat icermemesi ve proteinlere kovalent baglarla baglanabilmesi gibi ozellikleri ile

diger glukozaminlerden farklidir (97).

HA’nin biyosentezinden sorumlu molekiiler mekanizma ile yeterli bir bilgi
olmamakla birlikte biyosentez hizi; biiyiime faktorleri, hormonlar, inflamatuar
mediatorler gibi ¢esitli faktorler tarafindan diizenlenmektedir (9, 97). Yeni sentezlenen
HA sentezin ardindan dogrudan ekstraselliiler bosluga salinmakta ve sentez alaninda

son derece hidrate bir mikrogevre olusumunu saglamaktadir (9, 29).

2.6.3. Hyaluronik Asitin Yara Iyilesmesindeki Rolii
Serbest HA konsantrasyonu istirahat donemlerinde kollajenlerle ve diger yiiksek
molekiil agirlikli maddelerle g¢apraz bagli bulunmasi nedeniyle diisilk iken doku

yaralanmasindan hemen sonra 6nemli miktarda yiikselmektedir (100, 187).

HA, mineralize ve mineralize olmayan tiim dokulardaki yara iyilesme
stireglerinde 6nemli bir role sahiptir (131). Yaralanmay: takiben yara iyilesmesinde
sirastyla gergeklesen inflamasyon, graniilasyon doku formasyonu, reepitelizasyon ve
remodeling safhalarinda hiicresel ve hiicre dis1 matriks faaliyetlerinde 6nemli gorevler

tagimaktadir (64).

Inflamasyon safhasinda bu bolgede ciddi bir artis gostererek inflamasyon tamir
slirecini baglatmakta ve ekstraselliiler matriks hiicrelerinin inflamasyon bdlgesine
gociinii saglamaktadir. Yara iyilegsmesinin ikinci asamasi olan graniilasyon dokusunun
ve matriksinin olusumu safhasinda HA g¢esitli hiicre fonksiyonlarina katkida bulunarak
graniilasyon dokusunun organizasyonunu saglamaktadir. Bunu fizikokimyasal
Ozellikleri sayesinde, hiicre migrasyonunu kolaylastiran hidrate bir matriks
olustururarak ve spesifik hiicrelerin yiizey reseptorleriyle etkilesimde bulunarak
diizenlemektedir. Graniilasyon dokusu olusumundan sonra gerceklesen hiicre
proliferasyonu agamasinda artmig HA seviyesi fibroblastlarin matriksten ayrilarak mitoz
bolinmesini Kolaylagtirmaktadir. Bu nedenle HA’nin hiicre proliferasyonuna direkt
etkiyle olmasa bile dolayli olarak mitoz mitojenik aktiviteyi etkiledigi diisiiniilmektedir
(29, 131).

Yara iyilesmesinde ilk olarak ortaya ¢ikan inflamasyon oldukc¢a siddetli olmakta
ve inflamatuar hiicreler tarafindan yiiksek oranda doku yikimina neden olan reaktif O,

metabolitleri salinmaktadir. Doku formasyonunu olusabilmesi ig¢in iltihabi yanitin
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hafiflemesi gerekmektedir. HA serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesini
engelleyerek inflamasyonun hafiflemesine yardimci olmakta ve graniilasyon doku

matriksinin stabilizasyonuna olanak saglamaktadir (29, 131).

2.6.4. Dis Hekimliginde Hyaluronik Asit Uygulamalar ile flgili Calismalar

HA fizikokimyasal Ozellikleri ve saf formunun non immiinojenik olmasi
nedeniyle tip alaninda uzun yillardir uygulama alani bulmustur. HA’nin viskoelastik
matris yapisi, destek maddesi olarak kullanimina olanak vermektedir. Bu nedenle
ozellikle goz cerrahisinde ve yara iyilestirmeyi hizlandirma amagcli olarak kullanimi s6z
konusudur. Ayrica osteoartrit belirtilerini  azaltabilmek i¢in eklem igine
uygulanabilmektedir. Ortopedi, romatoloji, dermatoloji, oftalmoloji gibi alanlarda
siklikla kullanilan HA’nin yakin zaman igerisinde doku onarim amagcli olarak yaralara
eksojen olarak uygulamalar1 bildirilmistir ve HA esasli biomateryaller {izerinde

calismalar yapilmaya baslanmistir (29).

HA’nin jel formunun bariyer gérevi gérmesi, antienflamatuar ve antiodematoz
ozellikleri agiz i¢indeki iilsere lezyonlar tizerinde klinik olarak kullanimini avantajli

hale getirmistir (40).

Yapilan bir arastirmada, aragtirmacilar rekkiirent aftdoz stomatitis ve Behget
hastaligina bagl oral iilserli hastalarda iki hafta boyunca giinde iki kez %0.2’lik HA jel
uygulamislar ve inflamasyon belirtilerinden siglik, kirmizilik ve lokal 1s1 bulgularinin
onemli miktarda azaldigini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak, topikal %0.2°lik HA
kullannommin bu hasta grubunda etkili ve giivenli bir tedavi sekli oldugunu
belirtmislerdir (111).

Dis hekimliginde rejeneratif cerrahi islemler iizerinde yapilan ¢alismalarda da
yiksek molekiil agirlkli HA’nin oral ve periodontal lezyonlarda bulunan
mikroorganizmalar {izerinde bakteriostatik etki gosterdigi ve yara iyilesmesini olumlu

etkiledigi gosterilmistir (153).

Pirnazar ve ark. HA’nin periodontal doku rejenarasyonunda terapotik etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda oral ve oral olmayan mikroorganizma (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella oris, Staphylococcus aureus, and Propionibacterium
acnes) kiiltiirleri tizerine diisik (141kDa), orta (757 kDa) ve yiiksek (1300 kDa)

molekiil agirliklh HA’y1 distile su igerisinde ¢ozerek farkli konsantrasyonlarda
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uygulamiglar ve sonug¢ olarak yiiksek molekiil agirhikli HA’nin  bakteri
kontaminasyonunu minimalize ederek yara iyilesmesi lehine kosullar olusturabilecegini
belirtmislerdir (153).

Engstrom ve ark. periodontal kemik defektleri olan hastalarda HA nin cerrahi ve
cerrahi olmayan uygulamalardan sonra antienflamatuar ve kemik rejenerasyonu {izerine
olan etkisini incelemislerdir. 12 aylik klinik ve radyografik gézlem sonucunda her iki
grupta da HA uygulanan gruplarda kemik apozisyonunun goriildiigiinii, periodontal cep
derinliginde azalmanin daha fazla oldugunu ve hem kemik dokusunda hem de yumusak

dokuda HA’ya kars1 bir immiin yanitin gelismedigini belirtmislerdir (50).

Son yillarda HA’nin vital pulpanin canliliginin korunmasi igin alternatif bir

materyal olarak kullanilabilirligi iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.

HA’nin rat pulpa dokusundan elde edilen odontoblast ve fibroblastlar tizerine
olan etkisinin incelendigi in vitro bir calismada HA, kalsiyum hidroksit ve dentin adesiv
materyalleri ile Kkarsilagtirilmistir. Calisma sonucunda HA ile muamele edilmis
kiiltiirlerde kontrol grubu, kalsiyum hidroksit ve dentin adesivlere oranla daha fazla
sayida odontoblast ve fibroblast hiicresi varligini saptamiglar ve . HA’nin onarici dentin
olusturmak i¢in iyi bir potansiyel gosterdigini belirtmislerdir. HA’nin mineralizasyon

lehine olumlu kosullar yarattigini bildirmislerdir (18).

Yapilan bagka bir ¢aligmada yiiksek molekiil agirliklit HA’y1 rat molar dislerinde
kuafaj materyali olarak kullanmiglar ve 2. haftada yara kenarlarinda ince reperatif dentin
tabakalariin olustugunu, 1. ve 2. aylarda olusan reperatif dentinin, dentin duvarlarindan

pulpa odasinin merkezine dogru ilerledigini gozlemlemislerdir (162).

2.7. Biyouyumluluk ve Sitotoksiste

Biyouyumluluk bir materyalin canli dokular ile temasta iken sistemik ve lokal
toksisite, alerjik, mutajenik ve karsinojenik etki olusturmayan inert 6zelliklere sahip
olmast ve viicudun yumusak ve sert dokularinda herhangi bir doku reaksiyonu
olusturmamasi olarak tanimlanmaktadir. Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin
tipine, uygulandig1 bolgeye ve fonksiyonuna baglanmaktadir (163, 185).

Biyouyumlu olmayan materyallere karst olusan olumsuz doku reaksiyonlari
‘toksisite’ olarak degerlendirilmektedir. ‘Sitotoksisite’ molekiiler olaylar sonucu ¢esitli

makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin
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fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak
tanimlanmaktadir (156, 185).

Giiniimiizde yeni bir materyalin klinik olarak kullanimina gegmeden once genis
kapsamli testler ile biyouyumlulugunun degerlendirilmesi gerekmektedir. Materyallerin
biyolojik 6zelliklerinin test edilmesine genellikle hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 basit in
vitro test yontemleri ile baglanmaktadir ve degerlendirmelere daha pahali ve uzun
zaman gerektiren hayvan testleri ile devam edilmektedir. Bu testlerden istenilen
sonuglar elde edildiginde kullanim testleri gibi daha kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir
(185).

Uluslararas: Standardizasyon Organizasyonu (I1SO) testlerin belirli standartlarda
yapilmasi amaciyla dis hekimliginde kullanilan tibbi materyallerin biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi i¢in ISO 7405 dokiimanini sunmustur. Bu dokiimanda gegen testlere
ek olarak 1SO 10993-5 standartlari da in vitro sitotoksite testleri i¢in 6nerilen genel bir
test protokoliidiir (83, 84).

2.7.1. Sitotoksiste Testlerinde Biyolojik Sistemler

Sitotoksisite testlerinde kullanilan biyolojik sistemler organ kiiltiirleri, kiltiir
hiicreleri ve hiicre organelleridir. Bunlarin arasinda en yaygin kullanilan biyolojik ortam
kiiltiir ortamindaki hiicrelerdir (163). Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda temel amag canli
dokulardan alinan parcalarin in vitro kosullarda yasama ve iliremelerini saglamaktir.
Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut 1sisinda kiiltiire edilmekte ve viicudun
0zgiin fizyolojik durumunu taklit eden besleyici sivilarda beslenerek cogaltilmaktadir
(163, 185). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ¢ogunlukla primer kiiltiir ve devamli hiicre

soylar1 olmak tizere iki tip hiicre kullanilmaktadir (185).

Primer hiicre kiiltiirleri bir canlinin doku ve organlarindan direkt alinip kiiltiire
konarak 24 saatten daha uzun siire kiiltiir edilmesiyle elde edilmektedir. Dokunun
fizyolojik durumunu yansitan bu hiicreler, genotipi ve fenotipi yonden orijinal doku
hiicresi ile ayn1 6zellikleri igermektedir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir
kiiltiir ortamindan digerine tasinmaktadirve bu sekilde alt kiiltiirler elde edilmektedir.
Bu islem seri bir sekilde yapildiginda devamli hiicre hatlar1 elde edilmektedir. Dis
hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksik 06zelligini inceleyen ¢alismalarin
cogunda devamli hiicre soyu olarak fare fibroblastlar1 (3T3 ve L929) kullanilmaktadir
(163).
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Hiicre kiiltiirii ¢alismalart maliyeti diisiik ve tekrarlanabilir olmasi, kisa siireli
etkilesimlerin incelenmesinde kullanisli olmasi, hiicre lizerinde etkilerinin direkt
gbzlemlenebilerek standart 6lglimler yapilabilmesi ve ortam sartlarinin kontrol edilebilir
olmasi gibi avantajlarin yani sira kontaminasyon riski, ¢ok fazla hiicre iiretmenin zaman
almasi, kiiltiirlerin hazirlanmasi ve mikroskobik incelemenin uzmanlik gerektirmesi gibi

dezavantajlara da sahiptir (154).

2.7.2. In-Vitro Sitotoksisite Testleri

In vitro sitotoksisite testleri bir materyalin viicut dokular1 iizerine ve igine
yerlestirildiginde olusan reaksiyonlar1 taklit eden testlerdir (53). Sitotoksisite
testlerinde; protein veya DNA sentezi, hiicre membrani, hiicre organelleri, hiicre
canlilig1 ve 6liimii ile ilgili sonuglar alinabilmektedir (154).

Dental materyallerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde, test materyali ile
hedef hiicreler arasinda temas saglanmalidir. Bu temas, direkt veya indirekt seklinde
olabilir. Direkt temas testlerinde hiicrelerle kiiltiir ortami direkt temas halinde iken
indirekt temas testlerinde hiicrelerle test materyalleri arasinda gecirgen bir bariyer
bulunmaktadir (53).

ISO 10993-5 standartlarinin o6nerdigi dental metaryallere uygun in vitro
sitotoksisite testleri; filtre diffiizyon testi, agar diffiizyon testi, dentin bariyer testi ve
direkt temas testidir (84, 185).

2.7.2.1. Filtre diffiizyon testi
Filtre difflizyon testinde test marteryalleri ve hiicreler seliiloz asetat bir filtre ile
birbirinden ayrilmigtir. Test materyallerinden sizan tiim materyaller 0.45 pm filtreden
difuze olarak hedef hiicrelere ulagsmaktadir. Hiicrelerde meydana gelen hasarlar
dekolorizasyon alaninin dlgiilmesi veya boyanma yogunlugunun incelenmesi ile tespit

edilmektedir (132).

2.7.2.2. Agar diffiizyon testi
Toksisite deneyleri iginde en uzun siiredir kullanilan ve en bilinen bariyer test
yontemidir. Bu yontem ile notral vital boya ile boyanmis hiicrelerin iizeri agar ile
kaplanarak agarin iizerine test materyali yerlestirilmekte ve diflize olan test materyalleri
bilesenlerinin  toksisitesi incelenmektedir. Bu yontemde = sitotoksisite hiicre

membranindaki gegirgenlik artisina bagli olarak boyanin lizozomlarda birikme orani ile
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degerlendirilmektedir.  Degerlendirme, dekolorizasyon ve lizis parametreleri
kullanilarak yapilmaktadir. Bu test yontemi, agar tabakasindan difiize olamayacak veya

agar ile reaksiyona girebilen materyaller i¢in uygun bulunmamaktadir (132).

2.7.2.3. Dentin Bariyer testi

Dentin bariyer testleri dentinin gecirgen O6zelliginden yararlanilmasi fikri ile
ortaya ¢cikmistir. Bu test yonteminde steril edilmis dentin diskleri hiicre ile materyal
arasinda bariyer olarak gorev yapmaktadir. Bu diskler insan veya sigir dislerinden
kesilerek hazirlanmis farkli kalinliklardaki disklerdir. Bu yontem dentin dokusunun
taklit edilmesi amaciyla gelistirilmis olup dentin disklerinin gegirgenliginin standardize
edilememesi ve buna bagli olarak dentin bariyerinden difiize olabilen materyal
hacminin azalmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica dentin diskin yerlestirilecegi test
cihazinin farkli materyallerden yapilmasi, farkli boyutlarda olmast ve ticari olarak
satilmamasi bu cihazlarin standart test uygulamalarinda kullanilmasini engellemektedir

(165, 185).

2.7.2.4. Direkt temas testi
Direkt temas testi dental materyal veya bilesenlerini igeren ekstraktlarin
dogrudan kiiltlir icerisindeki hiicrelerin {izerine uygulanmasidir. Suda ¢dziinebilen
materyaller medyum igerisinde ¢6ziinebilmektedir. Suda ¢oziinmeyen materyallerde ise
direkt temas, test Orneginin kullanilan hiicrelerin tam {izerine uygulanmasi, test
orneginin hiicre kiiltiir kabinin tabanina yerlestirilerek hiicre siispansiyonunun 6rnek
lizerine uygulanmasi ve hiicrelerin direkt olarak ornekler iizerine yerlestirilerek kiiltiir

edilmesi gibi farkli yontemlemlerle saglanabilmektedir (163, 185).

Ekstrakt yolu ile direkt temas testinde materyalin bir sivi ¢6ziicii i¢inde
bekletilerek ¢6ziinen bilesenlerinin hiicreler ile temas ettirilmesi ile degerlendirilir.
Ekstraksiyon sivisi olarak adlandirilan bu sivi ¢dziiciiler serum igeren veya icermeyen
hiicre kiiltiir ortami, fizyolojik tuz sollisyonu veya diger uygun c¢oziiciilerden biri
olabilmektedir. Test materyalleri deney tiiplerine konulduktan sonra iizerlerine segilen
ekstraksiyon sivist ilave edilmekte ve materyalin salinimini yapmasi i¢in Onerilen
ortam standartlarinda birakilmaktadir. Bu siirenin sonunda elde edilen ekstraktlar,
hazirlanan hiicre kiiltiirlerindeki vasat ile degistirilerek deney sonunda sitotoksik etkiler
degerlendirilir. Ekstrakt icinde maddelerin konsantrasyonu ve hiicrelere temas edecek

materyalden salinacak bilesenlerin orani ekstrakti alinan materyalin yiizey alanina,
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ektraksiyon sivisinin hacmine, materyalin pH’sina, kimyasal ¢oziilebilirligine, difiizyon

oranina, osmolaritesine, 1siya, zamana ve diger faktorlere bagli olmaktadir (132, 185).
ISO’nun 6nerdigi ekstraksiyon ortamlari;
a) 24 saatten az olmamak tlizere 37+2 °C
b) 72+2 saat 5042 °C
) 24+2 saat 7042 °C

d) 1+0.2 saat 121+2 °C seklindedir (84, 132, 185).

2.7.3. Sitotoksisite Testlerinde Degerlendirme Yontemleri
Sitotoksisite degerlendirme yontemleri su basliklar altinda toplanmaktadir:
1. Canliligi degerlendiren testler
2. Yasami degerlendiren testler
3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler
4

. Hiicre metabolizmasini degerlendiren testler

2.7.3.1. Canhlik degerlendirme testleri

Canlilik testleri ile kisa donemde olusan toksik reaksiyonlarin etkileri
incelenmektedir. Bu testler, test materyalinin ekisi sonrasinda kiiltiirde canli kalan hiicre
oranmin belirlenmesinde kullanilmaktadir (185). Canlilik degerlendirme testlerinde
vital boyalar ve vital olmayan boyalar seklinde iki farkli tipte boya kullanilmaktadir.
Vital boyalar, canli hiicrelerin igerisine aktif olarak alinmakta ve sitotoksik etkiler
membran gegirgenligini arttirincaya kadar hiicre i¢erisinde tutulmaktadir. Vital olmayan
boyalar ise hiicre igerisine aktif olarak gegemezler ancak sistotoksisite nedeniyle

membran gegirgenligi bozuldugu zaman hiicre i¢ine alinmaktadir (37).

Tripan mavisi testi: Tripan mavisi membran biitiinliigi bozulmus hiicrelerde

biriken non-vital bir boyadir. Hemositometre adi verilen boliimlenmis cam yardimu ile

boyanmis hiicrelerin orani tespit edilmektedir (37, 185).

Notral kirmizi testi: Notral kirmizi vital bir boyadir. Canli hiicreler, nétral

kirmiziyr i¢ine alarak lizozomlarinda tutar. Noétral kirmizi, canli olmayan hiicreler
tarafindan tutulmaz. Optik mikroskop altinda hemositometreye yerlestirilmis hiicre

stispansiyonundaki canli hiicrelerin yiizde orani tespit edilmektedir (37, 185).
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Floresan metodu: Bu yontemde hiicreler floresan boyalar ile boyanarak akim

sitometri veya floresan mikroskobu ile degerlendirilmektedirler (37, 185).

2.7.3.2. Hiicre proliferasyonunu degerlendirme testleri

Hiicre hasarini belirlemek icin proliferasyon oraninin kullanimi en eski ve en
yaygin yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Materyalin gesitli bilesenlerinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Test siiresi iginde
belirli bir anda yapilan hiicre sayiminin belirgin bir sonug verebilmesi igin testin erken
asamalarinda elde edilen bir biiylime egrisi ile desteklenmesi gerekmektedir. Hiicre
sayiminda biliyime egrisi analizleri ¢ok sayida oOrnek oldugunda kullanish
olmayabilmektedir.  Proliferasyonun  degerlendirilmesinde  H-timidin  testi ve

bromodeoksiuridin immiinohistokimyasal teknik kullanilmaktadir (129, 185).

2.7.3.3. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri
Metabolizma testleri ve protein icerik testleri kisa dénem toksiteden ziyade uzun
donemde olusacak zarar1 anlamak ig¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif
kapasitelerini 6lgmektedir. Metabolizma testlerinde hiicrelerin canliliklar1i mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre yardimi ile tespit edilmektedir. Ucuz ve hizli bir
yontemdir. Kolorimetrik MTT testi, alamar mavisi testi ve laktat dehidrogenaz (LDH)
testleri bu gruba giren testlerdir (129, 185).

2.7.3.4. Yasam degerlendirme testleri
Uzun donemde olusan toksik reaksiyonlarin etkileri incelenmektedir. Kisa
donem testleri kullanigli, hizli ve kolay uygulanabilir olmasina ragmen sadece test
sirasindaki 6lu hiicreleri gostermektedir. Bununla beraber toksik etkilere maruz kalan
hiicreler, saatlerce, gilinlerce veya daha fazla siire etki gdsterebilir. Bu nedenle geri
dontisiim olabildiginden kisa donem testleri yerine yasami degerlendirmek ic¢in uzun

donem testleri kullanilmaktadir (129, 185).

2.7.4. Apoptozun saptanmasinda kullanilan yontemler ve akim sitometri

Hiicreler belli bir siire yasar ve sonra da oliirler. Hiicrelerin yasamini
sonlandirmada rol oynayan iki 6nemli olay; apoptoz ve nekrozdur. ‘Programlanmuis
hiicre 6liimii’ olarak bilinen apoptoz normal fizyolojik kosullarda ortaya c¢ikabilmekte
ve hiicre kendi oliimiinde katilimci rol oynamaktadir. Ayrica hastaliklar veya zararh

ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir
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mekanizma olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Nekroz ise hiicre liimiiniin pasif seklidir
ve hiicrelerin ya da dokularin fiziksel ya da toksik zarar sonucu, zamanindan Once

Olmesi seklinde tanimlanmaktadir (46).

Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasarak, komsu hiicrelerle
baglantisint  koparmakta ve biliziismektedir; ancak hiicre organelleri yapisal
biitinliiklerini korumaktadir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanimnarak
fagosite edilmekte ancak inflamasyon goriillmemektedir. Nekrozda ise disaridan gelen
fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik madde) hiicrenin iyon dengesini
bozmaktadir. Hiicre sivi alarak organeller sismekte ve plazma membran biitiinligi
bozularak osmotik basing nedeniyle hiicre patlamaktadir. Hiicre 6liimiinii takiben hiicre

iceriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi enflamatuar cevabi indiikklemektedir (42).

Hiicrelerin sitotoksik ajanlara maruz birakilmasi apoptoz ya da nekroza
sebebiyet verebilmektedir. Apoptoz ve nekroz g¢ogu yonlerden birbirinden farkli
olmakla birlikte bazen uyaranin tipi veya derecesi hiicrenin apoptoza ya da nekroza
gidecegini  belirlemektedir.  Diisilk  konsantrasyonlarda  uyaranlar  apoptozu

indiikleyebilirken ayni uyaranin yiiksek dozu nekroza yol agabilmektedir (49).

Arastirmacilar materyallerin toksisitesinin neden oldugu hiicre 6lim tiplerini
arastirmiglar ve canli hiicreleri erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroza ugramis hiicre

tiplerinden ayirt edebilmek adina yeni yontemler gelistirmislerdir (129).
Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler sunlardir (62):
1) Morfolojik goriintiileme yontemleri

a. Isik Mikroskobu
i.  Hematoksilen Boyama
ii. Giemsa Boyama

b. Floresan Mikroskobu

c. Elektron Mikroskobu

d. Faz Kontrast Mikroskobu

2) immiinohistokimyasal yontemler

a. Anneksin V Yontemi
b. TUNEL Yontemi

c. M30 Yontemi

d. Kaspaz-3 Yontemi
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3) Biyokimyasal yontemler

a. Agaroz Jel Elektroforezi
b. Western Blotting
c. Akim Sitometri

4) Immunolojik ydéntemler

a. ELISA
b. Fluorimetrik yontem

5) Molekiiler biyoloji yontemleri

Akim sitometri, apoptozisin belirlenmesine olanak saglayan metotlardan biridir.
Akim sitometri ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 1s1g1 ile
aydinlatilmakta olan bir bélmeden gegirilmekte ve hiicreler 1s1gin 6niinden gegerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilmektedir. Bu yontemde floresan bir madde ile
isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre
ylizey proteininin saptanmasi miimkiin olmaktadir. Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun
zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan klinikte apoptozun

belirlenmesi agisindan kullaniglt bulunmaktadir (71).

Apoptoz, akim sitometri uygulamasinda propidium iyodiir ve Anneksin V
kullanilarak belirlenir. Anneksin-V floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlendikten sonra
hiicrenin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicreleri goriiniir
hale getirilebilir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi

i¢in ikinci boya olarak propidium iyodiir eklenmektedir (71).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma in vitro kosullarda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Néroimmunoloji ve Immunogenetik Laboratuvari’nda
geceklestirildi. Calismada Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis-Cene
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran 19-25 yas araliginda, sistemik bir
hastalig1 bulunmayan hastalarda ¢ekim endikasyonu konulmus gémiik tiglincii biiyiik azi

dislerinden elde edilen pulpa dokular1 kullanildu.

Bu calisma igin; Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik
Kurulu’'ndan onay alindi (Dosya No: 2014/784). Goéniillii katilimeilarin, yapilacak
calismanin amaci, igerigi, yontem ve sorumluluklarini belirten “Gontlli Bilgilendirme
ve Onam Formu”nu okumalar1 saglandi ve imzali onaylar1 alindi (Ek 1. Gonilli

Bilgilendirme ve Onam Formu).

Sitotoksisite incelemeleri i¢in akim sitometri analizleri Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Immiinoloji
Anabilim Dali’'nda ve alkalen fosfataz tayini i¢in ELISA islemi Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Néroimmunoloji ve Immunogenetik

Laboratuvari’nda gegeklestirildi.
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3.1. Gereg

3.1.1. Caliymada Kullanilan Materyaller

Calismada kullanilan materyaller (Sekil 3-1), igerikleri ve iiretici firma bilgileri
(Tablo 3-1)’de gosterilmektedir.
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Sekil 3-1: Calismada kullamilan materyaller

A) Hyaluronic acid sodium salt from Stretococcus zooepidemicus B) Gengigel® Prof
Hyaluronic Acid %0.8 C) Biodentine™ D) ProRoot® MTA E) Dycal® Dentin
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Tablo 3-1: Calismada kullanilan materyaller, icerikleri ve iiretici firma bilgileri

Materyal

Hyaluronic acid sodium
salt from Stretococcus

zooepidemicus-H9390

Gengigel®Prof Hyaluronic
Acid 0,8%

Biodentine™

ProRoot® MTA

Dycal® Dentin

Icerik

Hyaluronik asit 1g (1240

kDA)

Hyaluronik asit 800mg,

Xylitol (1800 KDA)

Toz: trikalsiyum silikat,
dikalsiyum silikat,
kalsiyum karbonat,

zirkonyum oksit
Likit: kalsiyum klorit

Toz: trikalsiyum silikat,
trikalsiyum aluminat,
trikalsiyum oksit, silikat

oksit, bizmut oksit

Likit: Distile su

Baz: 1,3-butilen glikol

disalisilat,

kalsiyum fosfat, kalsiyum
oksit

tungsten,  demir

pigmentleri

Katalizor: Kalsiyum
hidroksit, N-etil o/p

toluen siilfonamid, ¢inko

oksit, titanyum oksit,
¢inko sitrat, demir oksit

pigmentleri

¢inko oksit,

Uretici Firma

Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA

Richerfarma, Milano,

Italia

Septodont, Saint-Maur-

des-Fosses, France

Dentsply Tulsa Dental,
Tulsa, OK, USA

Dentsply DeTrey
GmbH, Konstanz,

Germany

LOT Numarasi

120K15211V

A15814

B12468

13073104

140528
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3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Calismasinda Kullamilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal ve Sarf

Malzemeler

3.1.2.1. Cihaz ve Aletler

Laminar akim hiicre kiiltiir kabini (Tezsan, Istanbul, Tiirkiye)

CO,’li Inkiibator (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)

Santrifiij Cihaz1 (Beckman Coulter Allegra X-22R, California, USA)
Invert mikroskop (Nikon TMS, New York, USA)

Isik mikroskobu (Olympus, Tokyo,Japan)

Derin dondurucu (-80°C) (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)
Otomatik pipet (Eppendorf Easypet, Hamburg, Germany)
Mikropipet seti (Gilson, Middleton, USA)

Su banyosu (Elektromag, Istanbul, Tiirkiye)

Buzdolabi (Argelik, Istanbul, Tiirkiye)

Digital fotograf makinasi (Sony CyberShot)

3.1.2.2. Kimyasal Malzemeler

L-Glutamin Soliisyonu (Sigma-Aldrich G7513, St. Louis, MO, USA)

Tripan Mavisi Soliisyonu %0.4 (Sigma-Aldrich T8154, St. Louis, MO,
USA)

DMEM-F12 (Biological Industries 11-170-1A, Kibbutz Beit-Haemek,

Israel)
Tripsin EDTA Soliisyonu (Sigma- Aldrich T4049, St. Louis, MO, USA)
Penisilin/ Streptomisin (Sigma- Aldrich A5955, St. Louis, MO, USA)

Fotal sigir serumu (Biological industries 04-007-1B, Beit Haemek,

Israel)
DMSO (Sigma-Aldrich D2650 St. Louis, MO, USA)

Povidon Iyot Soliisyonu (Bonmed Saglik Uriinleri ve Makine San. Tic.

Ltd. Sti., Tiirkiye)



Fosfat Tamponu (PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.1.2.3. Sarf Malzemeler

3.1.3. Akim Sitometri Analizinde Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Sarf Malzemeler

50 ml’lik steril falkon tiip

15 ml’lik steril santrifiij tiibii

24 kuyulu steril hiicre kiiltiirti plagi

48 kuyulu steril hiicre kiiltiirii plagt

0.22 um steril medyum stizme filtresi

0.45 um steril medyum stizme filtresi

Tek kullanimlik, steril plastik Pastor pipeti
Cam Pastor pipeti

Tek kullanimlik, 25 cm?’lik steril plastik kiiltiir flaski
Hemasitometre lami

Kriyotup 1 ml

Bistiiri ucu (Raymond no.22)

Steril petri kab1

Serolojik pipet 5 ml

Serolojik pipet 10 ml

Pipet ucu 200 ul

Pipet ucu 1000 pl

3.1.3.1. Cihazlar
Akim Sitometri Cihaz1 (Becton Dickinson FACS Calibur, California,

USA)

35

BD Cell Quest TM software programi (BD Biosciences, California,

USA)
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3.1.3.2. Kitler
e Apoptotik/Nekrotik Hiicre Tespit Kiti (Promokine-PK-CA707-30017)

3.1.3.3. Sarf Malzemeler
e FACS tiipii

3.1.4. Alkalen Fosfataz Enzim Diizeyi Analizinde Kullamlan Cihazlar,
Kitler

3.1.4.1. Cihazlar
e ELISA okuyucusu (ELX 800 Universal Microplate Reader, Bio-Tek

Instruments Inc, Vermont, USA)

3.1.4.2. Kitler
e ELISA Kit for Alkaline Phosphatase, Liver/ Bone/ Kidney (ALPL)
(Cloud- Clone Corp. SEB091Hu, Houston, USA)

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Hastaliklar1 ve
Cerrahisi Anabilim Dali’'nda ¢ekim endikasyonu konulmus gomiik ii¢lincii biiyiik azi
digleri ¢ekim isleminden hemen sonra %10’luk povidon iyot soliisyonu igeren steril
biyopsi kaplarina alindi. Dislerin iizerlerindeki doku artiklar1 dental scaler ile dis
yiizeyinden uzaklagtirildiktan sonra igerisinde kiiltir medyumu (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: DMEM-F12) olan steril falkon tiiplerinde Istanbul Universitesi istanbul
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Noéroimmunoloji ve Immunogenetik
Laboratuvari’na tasindi. Cekilmis disler yarim saat igerisinde steril kosullarda mengene

yardimut ile kirilarak pulpa dokusu elde edildi.

Dislerden elde edilen pulpa dokusu, steril kabin (Sekil 3-2) iginde, mekanik
ayrigtirma yontemi uygulanarak bistiiri (N0.22) yardimu ile 1 mm?®’lik parcalara ayrildi
(Sekil 3-3). Doku pargalart 25 cm®lik doku kiiltiir flaskina alinarak, icerisinde %20
fotal sigir serumu, %1 penisilin/ streptomisin (Sigma A5955) ve %1 L-glutamin igeren
hiicre kiiltir medyumu yavas bir sekilde dokularin tizerini kaplayacak sekilde
uygulandi. Daha sonra ekim yapilan kiiltir flasklar1 dokularin yerlerinden kalkma

olasiligini engellemek amaciyla sarsmamaya 6zen gosterilerek 37 °C, %5 CO, ve nemli
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ortamdaki inkiibatore (Sekil 3-4) kaldirildi. 10 giin siireyle kiiltiir flasklar1 yerlerinden
oynatilmadan kiiltiire edildi. 10 giin sonunda besi yeri degistirilerek kiiltiir kabinin
tabanma yapismayan hiicreler uzaklastirildi. inverted mikroskopta kontrol edilerek
kiltir kabr tabani yiizeyinin %70-80 oraninda hiicreler ile kaplandigi gézlendiginde

pasajlama islemine gecildi. Bu siire igerisinde her 3 giinde bir besiyeri degistirilerek

taze besiyeri eklendi.

Sekil 3-3: Bistiiri yardimu ile parcalara ayrilan doku parcalarinin doku Kkiiltiir flaskina

alinmasi
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Sekil 3-4: Inkiibator (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)

Hiicreler istenen yogunluga ulasip konfluent hale geldiginde iizerindeki besi yeri
cekilerek serumdan arindirilmak igin fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. PBS
aspire edilip uzaklastirildiktan sonra hiicreler inkiibatérde 1 ml tripsin EDTA soliisyonu
ile 5 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin flask
yiizeyinden tamamen ayrildigi mikroskopta kontrol edildikten sonra santrifiij tiipiine
alinarak tripsinin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla iizerine 10 ml hiicre kiiltiir
medyumu eklenerek 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapildi (Sekil 3-5).
Santrifiij sonrasi, iist sivi aspire edilerek hiicreler yeni bir kiiltlir flaskina aktarilarak
inkiibisyona birakildi. Yaklasik 7-10 giin araliginda ayni islemler tekrarlanarak ikinci ve
tiglincii pasajlar elde edildi. Deney igin tg¢iincii pasaj pulpa hiicreleri kullanildi. Elde
edilen hiicreler materyallerin uygulanacag giine kadar dondurma medyumu ve hiicre
stispansiyonu orani 1:1 olacak sekilde dondurma tiiplerine alinarak -80°C’de derin

dondurucuya kaldirildi.

Sekil 3-5: Santrifiij Cihaz1 (Beckman Coulter Allegra X-22R, California, USA)
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3.2.2. Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi

Bu calismada yiiksek molekiil agirlikli saf HA (Sigma Aldrich H-9390),
sitotoksik etkileri ve alkalen fosfataz aktivitesinin degerlendirilmesi amaci ile HA
icerikli diger bir preparat (Gengigel Prof %0.8 HA) ve ii¢ farkli kuafaj materyali ile
karsilastirmali olarak incelendi. Ornekler materyallerin iiretici firmalarmin onerileri
dogrultusunda hazirland1 (Tablo 3-2). Kullanilan yontem ekstrakt yolu ile direkt temas
testi olup kati formdaki ProRoot® MTA, Biodentine™ ve Dycal® materyallerinin
salmim (ekstrakt) sivilart hazirlanirken materyallerin 6rnek boyutlar1 ISO 10993-5
standartlarinda belirtildigi gibi yiizey/besiyeri oraninin 0.5 - 6 cm?ml olmasi, salinim
asamasinda  besiyeri  ortamimin  Ornekleri  tiimiiyle  ¢evreleyebilmesi  ve
polimerizasyonun tamamlanmasi hedeflendi. Her bir materyalden 16 adet 6rnek, 8 mm
ic capinda ve 2 mm derinliginde Steril teflon kaliplarda, iiretici firmalarin talimatlar:
dogrultusunda, steril kabin igerisinde aseptik sartlarda hazirland1 (Sekil 3-6). Ornekler
sertlesme reaksiyonlarini tamamlamalari i¢in 4 saat bekletildikten sonra bakteri, mantar
ve maya kontaminasyonunu oOnlemek amaci ile deney oOncesi 30 dakika UV
(ultraviyole) altinda tutuldular. Bu islem sonrasinda yine ISO 10993-5 standartlarinin
onerdigi ekstraksiyon ortam sartlar1 goz oniinde bulundurularak materyaller 24 saat
3742 °C’de hiicre kiiltir medyumunda inkiibe edilerek salinim (ekstraksiyon) sivilari
elde edildi (Sekil 3-7).

Tablo 3-2: Calisgmada kullanilan materyallerin uygulama prosediirleri

Uygulama Prosediirleri

Biodentine™ Bir kapsiil Biodentine™ tozu igerisine 5 damla likit ilave edildi.

Amalgamatdrde 30 saniye karistirildi.

ProRoot® MTA 1 paket toz (1 gram), 1 kapsil likit (0,35 gram) kanstirilarak

hazirland:.

Dycal® Dentin 1:1 oraninda baz ve katalizor bilesenleri karigtirildi.
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Sekil 3-7: Sertlesmesi tamamlanan kuafaj materyallerinin salimm sivilarimin

hazirlanmasi icin hiicre kiiltiir medyumu ile 24 saat inkiibasyonu

Yiiksek molekiil agirhikli HA H-9390, sodyum tuzu formunda olup iiretici
firmanin belirttigi ¢oziiniirlik oOzellikleri dogrultusunda hiicre kiiltiir medyumunda

%0.1°lik konsantrasyonda hazirlandi. Gengigel Prof %0.8 HA preparati jel formunda
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olup standardizasyon agisindan HA konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde hiicre kiiltiir

medyumunda ¢6ziinerek kullanildi.

Kontaminasyon riskine karsi materyallere ait sivilar steril kabin icerisinde 0.45
mikron ve 0.22 mikron steril medyum siizme filtrelerinden gegirildi ve steril doku

kiiltiirii santrifiij tiiplerine alinarak -20 °C’de muhafaza edildi (Sekil 3-8).

Sekil 3-8: Materyallerin santrifiij tiiplerine alinan salimm sivilar

3.2.3. Hiicrelerin Hazirlamasi ve Salinim Sivilarimin Uygulanmasi

Hiicreler saklama ortamlar1 olan —-80 °C’den c¢ikarilarak 37 °C’deki su
banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriildii ve santrifiij isleminden sonra, i¢inde %15 fotal sigir
serumu iceren DMEM besi ortamu ile hiicre kiiltiirii flaskina alinarak 37 °C’de, %5 CO;’
li etiive kaldirildi. Hiicreler yeterli yogunluga ulasinca tripsin/ EDTA soliisyonu ile 37
°C’de 5 dakika inkiibe edilerek yiizeyden ayrilmasi saglandi ve tripsinin etkisini ortadan
kaldirmak igin tizerine 10 ml hiicre kiiltiir medyumu eklenerek 1500 rpm’de 10 dakika
santriflij islemi yapildi. Hiicre stispansiyonunun 10 pl’si 1/10 oraninda tripan mavisi ile
boyanarak hemositometre ile 1s1tk mikroskobu altinda sayildi (Sekil 3-9). 1. giin
sitotoksisite degerlendirmesi i¢in 48’lik kuyularin oldugu plaklara 1x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde, 7. giin sitotoksite ve 14. giin alkalen fosfataz aktivitesi
degerlendirmeleri igin 2 ayri1 24°liik kuyularin oldugu plaklara 2x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi (Sekil 3-10) ve hiicrelerin yapismasi i¢in 2 saat siireyle
inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin kuyulara yapigsmasinin ardindan 48’lik kuyulara 200
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ul ve 24°lik kuyular1 500 pl materyal salinim sivilari eklenerek plaklar inkiibatore
kaldirildi. Her ti¢ giinde bir salinim sivilar1 degistirildi.

Sekil 3-9: Hiicrelerin tripan mavisi ile boyanarak hemositometri ile 151k mikroskobunda

sayllmasi

Sekil 3-10: Materyal salimim sivilarinin uygulanacagi; 1. giin, 7. giin ve 14. giinler icin

hiicre ekimi yapilms plaklar
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3.2.4. Akim Sitometri Analizi ile Sitotoksisite Degerlendirilmesi

Iki kontrol ve bes materyal grubu olmak iizere toplam yedi kuyuda iist sivilar
mikropipetle toplanip -80 °C’de derin dondurucuya kaldirildiktan sonra hiicreler PBS ile
yikanarak ayri ayri tim kuyucuklara 100 pl tripsin/ EDTA soliisyonu uygulandi.
Kaldirilan hiicreler FACS tiiplerine aktarilarak tizerlerine 5 ml PBS eklendi ve 1500
rpm’de 10 dakika santifiij edildi. FACS tiipleri ig¢indeki iist s1vi dokiildiikten sonra tiim
tiiplere {iretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanan 100 pl baglama tamponu
eklendi. ilk kontrol grubuna cihazin kalibrasyonu igin herhangi bir boya eklenmezken
diger gruplarin oldugu tiiplere Apoptotik/Nekrotik hiicre tespit kiti (Sekil 3-11)” ne ait 5
ul FITC-Anneksin V ve 5ul Ethidyum homodimer III boyalar1 eklenerek karanlik
ortamda ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibasyona birakildi. 200 pl baglama tamponu
eklenerek akim sitometre cihazi (BD FACS Calibur, California, USA) (Sekil 3-12) ile
6l¢tim yapildi. Sonuglar CellQuest (BD Biosciences, California, USA) analiz programi
ile degerlendirilerek kontrol grubuna goére karsilagtirmali olarak test materyallerinin

canli, nekroz, erken ve gec¢ apoptotik hiicre oranlari iizerine etkileri belirlendi. Tim

islemler 1. ve 7. giin 6rnek gruplari i¢in tekrarlandi.

Sekil 3-11: Apoptotik/Nekrotik Hiicre Tespit Kiti (Promokine-PK-CA707-30017)
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Sekil 3-12: Akim Sitometri Cihaz1 (BD FACS Calibur, California, USA)

3.2.5. ELISA ile Alkalen Fosfataz Aktivitesi Tayini

7. ve 14. giinlerde iist sivilar steril pipet yardimiyla toplanarak ELISA islemi
yapilana kadar 6rnekler dondurma tiipleri i¢inde -80 °C’de muhafaza edildi (Sekil 3-
13). Bu yontem ALP’ye 6zgii bir antikor ile kaplanmis 96 kuyulu kemige 6zgii ALP
ELISA kiti (Sekil 3-14) ile gergeklestirildi. Tiim reaktifler, 6rnekler ve standartlar
tiretici firmanin talimatlart dogrultusunda hazirlandi. Standart kuyularina 100’er upl
standart ve 0rnek kuyularina 100’er pl 6rnek ilave edilip 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
Kuyularmn i¢i aspire edildikten sonra 100 pl reaktif A eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Kuyular 350 pl yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Her kuyuya 100 pl reaktif B
eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyular 350 pul yikama ¢ozeltisi ile 5 kez
yikandi. 90 pl substrat soliisyonu eklenerek 37 °C’de karanlik ortamda 15-25 dakika
inkiibe edildi. Renk degisikligi gerceklesince her kuyuya 50 pl durdurma cozeltisi ilave
edilerek bekletilmeden 450 nm dalga boyunda okundu (Sekil 3-15). ALP
konsantrasyonu standart egri kullanilarak hesaplandi ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirildi.
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Sekil 3-14: ELISA Kit for Alkaline Phosphatase, Liver/ Bone/ Kidney (ALPL) (Cloud-
Clone Corp. SEB091Hu)
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Sekil 3-15: ELISA okuyucusu (ELX 800 Universal Microplate Reader, Vermont, USA)

3.2.6. Verilerin Istatistiksel Analizi

Calismada elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde, istatistiksel analizler igin
IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi ile
degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilim gostermedigi saptandi. Normal
dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis
testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi.
Parametrelerin giinlere gore karsilastirmalarinda Mann Whitney U test kullanildi.

Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Analizine Ait Bulgular
4.1.1. Materyallere Ait Salimmm Sivilarinin Uygulandigi Hiicrelerin Invert
Mikroskop Goriintiileri

Herhangi bir islem uygulanmayan kontrol grubu ve materyal salinim sivilarinin
uygulandig1 gruplara ait pulpa fibroblast hiicrelerinin 1. giin sonunda invert mikroskop
goriintiileri Sekil 4-1°de gosterilmektedir. Hiicrelerin kontrol grubuna ait goriintiisiinde
hiicreler; fibroblast hiicresinin normal olarak tagidig1 hiicre kenar konturlarinin parlak,
membran yapisinin saglam oldugu, ig seklindeki morfolojik 6zellikleri gostermektedir
(Sekil 4-1. A). ProRoot MTA, HA H-9390 ve Gengigel HA materyallerine ait salinim
stvilarina maruz birakilan hiicre gruplarinda; hiicrelerin hiicre kiiltiir kabinin tabanina
yapistigl, kabin tabaninda yayilim gosterdigi, kiimeler olusturdugu, fibroblast
govdelerinin uzun mekik seklinde oldugu ve igsi uzantilara sahip oldugu goriilmektedir
(Sekil 4-1. C, E, F). Biodentine grubunda hiicreler uzun mekik seklindeki morfolojik
Ozelliklerini tasimakla beraber, hiicre yogunlugunda kontrol grubuna goére azalma
gozlenirken (Sekil 4-1.B); Dycal grubunda ise 1. giiniin sonunda hiicrelerin daha
yuvarlaklagmis govdeye ve daha kisa uzantilara sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4-1.
D).

7. giin sonunda kontrol grubu ve materyal salinim sivilarinin uygulandigi pulpa
fibroblast hiicrelerinin invert mikroskop altindaki goriintileri  Sekil 4-2’de
gosterilmektedir. HA H-9390, Gengigel HA ve Biodentine gruplarinda hiicre yogunlugu
kontrol grubuna gore daha az gozlenmekle beraber, hiicreler mekik seklindeki igsi
morfolojik ozelliklerini korumaktadir (Sekil 4-2. B, E, F). ProRoot MTA salinim
stvisina maruz kalan grupta, hiicre yogunlugunda belirgin bir artis ve sikisik igsi
hiicreler gozlenmektedir (Sekil 4-2. C). Dycal grubunda ise g¢ogunlukla yiizeyden
ayrilmis 6li hiicre artiklar1 gézlenmektedir ( Sekil 4-2.D).



Sekil 4-1: 1. giin sonunda materyallerin hiicreler iizerine olan etkisi (x20 biiyiitme)
A) Kontrol grubu, B) Biodentine, C) ProRoot MTA, D) Dycal, E) HA H-9390,

F) Gengigel HA
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Sekil 4.2: 7. giin sonunda materyallerin hiicreler iizerine olan etkisi (x10 biiyiitme)
A) Kontrol grubu, B) Biodentine, C) ProRoot MTA, D) Dycal, E) HA H-9390,

F) Gengigel HA
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4.1.2. Akim Sitometri Analizine fliskin Bulgular

Hiicre kontrol ve test gruplarinin 1. giine ait akim sitometri grafigi 6rnegi sekil
4-3’te, 7. gine ait akim sitometri grafigi ornegi sekil 4-4’te verilmistir. Grafik
goriintiilerinde alt-sol alan canli hiicreleri, alt-sag alan erken apoptotik hiicreleri, tist-sol

alan nekrotik ve {ist-sag alan gec apoptotik hiicreleri temsil etmektedir.
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Sekil 4-3: Hiicre kontrol ve materyal test gruplarinin 1. giine iliskin akim sitometri grafigi
ornegi (x: Anneksin V FITC, y: EtD IlI)

A) Kontrol grubu, B) Biodentine, C) ProRoot MTA, D) Dycal, E) HA H-9390,

F) Gengigel HA
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Sekil 4-4: Hiicre kontrol ve materyal test gruplarinin 7. giine iliskin akim sitometri grafigi
ornegi (x: Anneksin V FITC, y: EtD I11)

A) Kontrol grubu, B) Biodentine, C) ProRoot MTA, D) Dycal, E) HA H-9390,

F) Gengigel HA
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4.1.2.1 Akim Sitometri Analizinde Olii Hiicre Bulgularinin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizinde materyaller 6lii hiicre (nekrotik+ge¢ apoptotik+erken
apoptotik) bulgular1 agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda 1. giin 6li hiicre
oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundugu gézlendi (p:0.004;
p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi materyallerden kaynaklandigimin tespit
edilmesi i¢in yapilan post hoc analizi sonucunda, Dycal grubunun 1. giin 6li hiicre
orani, kontrol, ProRoot MTA, H-9390 HA ve Gengigel HA gruplarindan anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 1. giin 6li hiicre oranlari arasinda
anlaml1 bir farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-2).

Materyallerin 6lii hiicre bulgular agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda
7. giin Oli hiicre oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu
gozlendi (p:0.011; p<0.05) (Tablo 4-1). Anlamliligin hangi materyallerden
kaynaklandiginin tespit edilmesi i¢in yapilan post hoc analizi sonucunda, Dycal
grubunun 7. giin 6li hiicre orani, kontrol, ProRoot MTA ve H-9390 HA gruplarindan
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). ProRoot MTA grubunun 7. giin 6lii hiicre
orani, Biodentine, H-9390 HA ve Gengigel HA gruplarindan anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 7. giin 6li hiicre oranlari arasinda anlamli bir
farklilk  gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-2). Materyallere ait salinim sivilari
uygulandiktan 1 giin ve 7 giin sonra 6lii hiicre oranlar1 Sekil 4-5’te gosterilmektedir.

Kontrol Grubunda; 1. giin ve 7. giin 6li hiicre oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.337).

Biodentine Grubunda; 1. giin ve 7. giin 6li hiicre oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.873).

ProRoot MTA Grubunda; 1. giin 6l hiicre oranlari, 7. giinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu (p:0.011).

Dycal Grubunda; 1. giin 6lii hiicre oranlari, 7. giinden istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek olarak bulundu (p:0.037).

H-9390 HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin 6lii hiicre oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.631).

Gengigel HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin 6lii hiicre oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.078).
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Tablo 4-1: 1. giin ve 7. giinde saptanan 6lii hiicre bulgularinin degerlendirilmesi

Olii Hiicre (Nekrotik+Ge¢ Apoptotik+Erken Apoptotik)

1. giin 7. giin p
Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)

Kontrol 74,89+18,06 (78,8) 64,35+£24,57 (67,12) 0,337
Biodentine 82,66+17,85 (88,9) 81,95+14,54 (88,73) 0,873
ProRoot MTA 79,9+6,6 (82,47) 56,66+12,46 (52,09) 0,011*
Dycal 94,16+4,25 (95,32) 88,12+8,52 (90,92) 0,037*
H-9390 HA 76,1+8,24 (76,53) 73,89+11,43 (76,72) 0,631
Gengigel HA 63,07£15,6 (59,99) 79,26+10,53 (81,58) 0,078
n 0,004* 0,011*

T Kruskal Wallis Test ’Mann Whitney U Test * n<0.05

Tablo 4-2: 1. giin ve 7. giinde saptanan 6lii hiicre bulgularimin post hoc degerlendirilmesi

Olii hiicre (Nekrotik+Ge¢ Apoptotik+Erken Apoptotik)

1. giin 7. giin
Kontrol-Biodentine 0,423 0,200
Kontrol-ProRoot MTA 0,873 0,337
Kontrol-Dycal 0,016* 0,011*
Kontrol-H-9390 HA 0,873 0,522
Kontrol-Gengigel HA 0,150 0,337
Biodentine-ProRoot MTA 0,078 0,025*
Biodentine-Dycal 0,055 0,749
Biodentine-H-9390 HA 0,055 0,150
Biodentine-Gengigel HA 0,055 0,423
ProRoot MTA-Dycal 0,006* 0,006*
ProRoot MTA-H-9390 HA 0,423 0,037*
ProRoot MTA-Gengigel HA 0,078 0,016*
Dycal-H-9390 HA 0,004* 0,025*
Dycal-Gengigel HA 0,006* 0,078
H-9390 HA-Gengigel HA 0,150 0,262

Mann Whitney U Test * p<0.05
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Sekil 4-5: 1. giin ve 7. giinde saptanan 6lii hiicre oranlari

Materyallere ait salinim sivilar1 uygulandiktan 1 giin sonra tiim gruplarda elde
edilen oli hiicre oranlarmin dagilimi Sekil 4-6’da, 7 giin sonra tiim gruplarda elde

edilen 6lii hiicre oranlarinin dagilimi Sekil 4-7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4-6: 1. giinde tiim gruplarda elde edilen 6lii hiicre oranlarimin dagilim
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Sekil 4-7: 7. giinde tiim gruplarda elde edilen 6lii hiicre oranlarinin dagilimm

41.2.2. Akim  Sitometri  Analizinde  Nekrotik = Hiicre = Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizinde materyallerin nekrotik hiicre bulgular1 agisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda 1. giin nekroz oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik g6zlenmedi (p:0.189; p>0.05) (Tablo 4-3).

Materyallerin nekrotik hiicre bulgulart agisindan degerlendirildiginde gruplar
arasinda 7. giin nekroz oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlendi
(p:0.043; p<0.05) (Tablo 4-3). Anlamliligin hangi materyallerden kaynaklandiginin
tespit edilmesi igin yapilan post hoc analizi sonucunda; Dycal grubunun 7. giin nekroz
orani, kontrol, ProRoot MTA, H-9390 HA ve Gengigel HA gruplarindan anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 7. giin nekroz oranlari arasinda
anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-4). Materyallere ait salinim sivilari
uygulandiktan 1 giin ve 7 giin sonra nekrotik hiicre oranlar1 Sekil 4.8’de
gosterilmektedir.

Kontrol Grubunda; 1. giin ve 7. glin nekroz oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.749).

Biodentine Grubunda; 1. giin ve 7. giin nekroz oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.337).
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ProRoot MTA Grubunda; 1. gin ve 7. giin nekroz oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.337).

Dycal Grubunda; 1. giin ve 7. giin nekroz oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.200).

H-9390 HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin nekroz oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.337).

Gengigel HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin nekroz oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.109).

Tablo 4-3: 1. giin ve 7. giinde saptanan nekroz bulgulariin degerlendirilmesi

Nekroz
1. giin 7. giin p
Ort+SS (medyan) Ort+£SS (medyan)

Kontrol 7,03+5,22 (7,5) 12,78+19,93 (6,5) 0,749
Biodentine 5,58+3,04 (5,7) 15,02+14,68 (8,6) 0,337
ProRoot MTA 9,8+4,97 (11,3) 6,57+4,84 (5.5) 0,337
Dycal 15,91+15,71 (9,3) 27,04+15,24 (23,3) 0,200
H-9390 HA 6,75+5,17 (4,7) 9,4245,99 (9,4) 0,337
Gengigel HA 3,6+6,21 (0,9) 6,16+3,36 (6,4) 0,109
P 0,189 0,043*

! Kruskal Wallis Test “Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4-4: 1. giin ve 7. giinde saptanan nekroz bulgularinin post hoc degerlendirilmesi

Nekroz
1. giin 7. giin
Kontrol-Biodentine 0,631 0,337
Kontrol-ProRoot MTA 0,262 0,873
Kontrol-Dycal 0,522 0,037*
Kontrol-H-9390 HA 0,873 0,749
Kontrol-Gengigel HA 0,109 0,749
Biodentine-ProRoot MTA 0,109 0,337
Biodentine-Dycal 0,262 0,150
Biodentine-H-9390 1,000 0,749
Biodentine-Gengigel HA 0,078 0,522
ProRoot MTA-Dycal 1,000 0,006*
ProRoot MTA-H-9390 0,262 0,423
ProRoot MTA-Gengigel HA 0,078 1,000
Dycal-H 9390 0,423 0,016*
Dycal-Gengigel HA 0,078 0,004*
H-9390-Gengigel HA 0,078 0,337
Mann Whitney U Test * p<0.05
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Sekil 4-8: 1. giin ve 7. giinde saptanan nekrotik hiicre oranlari
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4.1.2.3. Akim Sitometri Analizinde Erken Apoptotik Hiicre Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizinde materyallerin erken apoptotik hiicre bulgular
acisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda 1. giin erken apoptoz oranlar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlendi (p:0.044; p<0.05) (Tablo 4-5). Anlamliligin
hangi materyallerden kaynaklandiginin tespiti edilmesi i¢in yapilan post hoc analizi
sonucunda; Gengigel HA grubunun 1. giin erken apoptoz orani, Biodentine, ProRoot
MTA ve Dycal gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Diger gruplarin
1. giin erken apoptoz oranlar1 arasinda anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0.05) (Tablo
4-6).

Materyallerin erken apoptotik hiicre bulgular1 agisindan degerlendirildiginde
gruplar arasinda 7. giin erken apoptoz oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik go6zlendi (p:0.003; p<0.05) (Tablo 4-5). Anlamlilhigin hangi materyallerden
kaynaklandigimin tespit edilmesi i¢in yapilan post hoc analizi sonucunda; Gengigel HA
grubunun 7. giin erken apoptoz oranlari; kontrol, Biodentine, ProRoot MTA, Dycal ve
H-9390 HA gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulundu. Dycal grubunun 7. giin erken
apoptoz orani, ProRoot MTA ve H-9390 HA gruplarindan anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 7. giin erken apoptoz oranlar1 arasinda anlamli bir
farklilik g6zlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-6). Materyallere ait salinim sivilari
uygulandiktan 1 giin ve 7 giin sonra erken apoptotik hiicre oranlar1 Sekil 4-9°da
gosterilmektedir.

Kontrol Grubunda; 1. gin ve 7. giin erken apoptoz oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.423).

Biodentine Grubunda; 1. giin ve 7. giin erken apoptoz oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.873).

ProRoot MTA Grubunda; 1. giin ve 7. giin erken apoptoz oranlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.810).

Dycal Grubunda; 7. giin erken apoptoz orani, 1. giinden istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik olarak bulundu (p:0.004).

H-9390 Grubunda; 1. giin ve 7. giin erken apoptoz oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.150).

Gengigel HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin erken apoptoz oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.109).
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Tablo 4-5: 1. giin ve 7. giinde saptanan erken apoptoz bulgularimin degerlendirilmesi

Erken Apoptoz
1. giin 7. giin ’p
Ort+SS (medyan) Ort+£SS (medyan)

Kontrol 13,16+£12,74 (8,2) 7,83+6,57 (6,1) 0,423
Biodentine 8,35+4,16 (8,3) 6,94+5,15 (7,6) 0,873
ProRoot MTA 10,48+4,95 (10,5) 10,96+7,47 (12) 0,810
Dycal 11,56+3,68 (10,9) 1,86+1,87 (1,4) 0,004*
H-9390 12,98+5,38 (12,2) 10,75+14,19 (6,9) 0,150
Gengigel HA 20,9+6,92 (22,2) 41,94+19,49 (50,5) 0,109
'n 0,044* 0,003*

T'Kruskal Wallis Test ’Mann Whitney U Test * p<0.05

Tablo 4-6: 1. giin ve 7. giinde saptanan erken apoptoz bulgularimn post hoc

degerlendirilmesi

Erken Apoptoz

1. giin 7. giin
Kontrol-Biodentine 0,631 0,749
Kontrol-ProRoot MTA 0,873 0,423
Kontrol-Dycal 0,631 0,055
Kontrol-H-9390 0,423 0,873
Kontrol-Gengigel HA 0,109 0,006*
Biodentine-ProRoot MTA 0,337 0,337
Biodentine-Dycal 0,109 0,109
BiodentineH-9390 0,078 1,000
Biodentine-Gengigel HA 0,011* 0,004*
ProRoot MTA-Dycal 0,631 0,025*
ProRoot MTA-H-9390 0,337 0,631
ProRoot MTA-Gengigel HA 0,016* 0,016*
Dycal-H 9390 0,337 0,025*
Dycal-Gengigel HA 0,025* 0,004*
H-9390-Gengigel HA 0,109 0,011*

Mann Whitney U Test

* p<0.05
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Erken Apoptoz

Kontrol  Biodentine ProRoot Dycal H-9390 HA Gengigel HA
MTA

H1.gin ®7.gln

Sekil 4-9: 1. giin ve 7. giinde saptanan erken apoptotik hiicre oranlari

4.1.2.4. Akim Sitometri Analizinde Ge¢ Apoptotik Hiicre Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizinde materyallerin ge¢ apoptotik hiicre bulgular1 agisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda 1. giin ge¢ apoptoz oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlendi (p:0.040; p<0.05) (Tablo 4-7). Anlamliligin hangi
materyallerden kaynaklandiginin tespit edilmesi i¢in yapilan post hoc analizi
sonucunda; Gengigel HA grubunun 1. giin ge¢ apoptoz oranlari; Biodentine, ProRoot
MTA, Dycal ve H-9390 HA gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05).
Diger gruplarin 1. giin ge¢ apoptoz oranlari arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0.05) (Tablo 4-8).

Materyallerin ge¢ apoptotik hiicre bulgulart agisindan degerlendirildiginde
gruplar arasinda 7. giin ge¢ apoptoz oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik gozlendi (p:0.024; p<0.05) (Tablo 4-7). Anlamliligin hangi materyallerden
kaynaklandiginin tespit edilmesi igin yapilan post hoc analizi sonucunda; Gengigel HA
grubunun 7. giin gec¢ apoptoz orani; Biodentine ve Dycal gruplarindan anlaml sekilde
diisiik bulundu (p<0.05). ProRoot MTA grubunun 7. giin ge¢ apoptoz oranit Dycal
grubundan anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 7. giin ge¢ apoptoz
oranlar1 arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-8). Materyallere ait
salimim sivilar1 uygulandiktan 1 giin ve 7 giin sonra geg¢ apoptotik hiicre oranlar1 Sekil

4-10da gosterilmektedir.
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Kontrol Grubunda; 1. giin ve 7. giin ge¢ apoptoz oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.423).

Biodentine Grubunda; 1. giin ve 7. gin ge¢ apoptoz oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.109).

ProRoot MTA Grubunda; 7. giin ge¢ apoptoz orani, 1. giinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik olarak bulundu (p:0.037).

Dycal Grubunda; 1. giin ve 7. giin ge¢ apoptoz oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.262).

H-9390 HA Grubunda; 1. gin ve 7. giin ge¢ apoptoz oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.873).

Gengigel HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin ge¢ apoptoz oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.378).

Tablo 4-7: 1. giin ve 7. giinde saptanan ge¢ apoptoz bulgularinin degerlendirilmesi

Gec¢ Apoptoz
1. giin 7. giin p
Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)

Kontrol 54,71426,02 (61,3) 43,74+22,22 (42,2) 0,423
Biodentine 68,74+18,18 (76,9) 59,99+11,42 (57,1) 0,109
ProRoot MTA 59,63£6,15 (60,6) 39,14+15,58 (33) 0,037*
Dycal 66,69+20,74 (77,2) 59,22+11,96 (61,8) 0,262
H-9390 HA 56,37+7,44 (54,6) 53,72+19,45 (60,1) 0,873
Gengigel HA 38,57+13,31 (33,3) 31,16+£7,81 (29,5) 0,378
P 0,040% 0,024*

! Kruskal Wallis Test “Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4-8: 1. giin ve 7.giinde saptanan ge¢ apoptoz bulgularinin post hoc degerlendirilmesi

Gec Apoptoz
1. giin 7. giin
Kontrol-Biodentine 0,200 0,150
Kontrol-ProRoot MTA 0,873 0,522
Kontrol-Dycal 0,262 0,109
Kontrol-H-9390 HA 0,631 0,337
Kontrol-Gengigel HA 0,150 0,200
Biodentine-ProRoot MTA 0,055 0,055
Biodentine-Dycal 0,873 1,000
Biodentine-H-9390 HA 0,078 0,873
Biodentine-Gengigel HA 0,016* 0,004*
ProRoot MTA-Dycal 0,262 0,025*
ProRoot MTA-H-9390 HA 0,337 0,200
ProRoot MTA-Gengigel HA 0,025* 0,423
Dycal-H 9390 0,262 0,749
Dycal-Gengigel HA 0,025* 0,011*
H-9390 HA-Gengigel HA 0,037* 0,055
Mann Whitney U Test * p<0.05
Ge¢ Apoptoz

100

80

2 60

g 40

20

0

Kontrol  Biodentine ProRoot Dycal  H-9390HA Gengigel
MTA HA

M1.gin E7.gln

Sekil 4-10: 1. giin ve 7. giinde saptanan ge¢ apoptotik hiicre oranlari
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4.1.2.5. Akim Sitometri Analizinde Canh Hiicre Bulgularinin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizinde materyallerin canli hiicre bulgular1 acgisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda 1. giin canl hiicre oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulundugu gézlendi (p:0.004; p<0.05) (Tablo 4-9). Anlamliligin
hangi materyallerden kaynaklandiginin tespit edilmesi igin yapilan post hoc analizi
sonucunda; Dycal grubunun 1. giin canli hiicre orani; kontrol, ProRoot MTA, H-9390
HA ve Gengigel HA gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05). Diger
gruplarin 1. giin canli hiicre oranlar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05)
(Tablo 4-10).

Materyallerin canli hiicre bulgular1 agisindan degerlendirildiginde gruplar
arasinda 7. giin canli hiicre oranlari acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundugu gozlendi (p:0.011; p<0.05) (Tablo 4-9). Anlamliligin hangi materyallerden
kaynaklandiginin tespit edilmesi icin yapilan post hoc analizi sonucunda; Dycal
grubunun 7. giin canli hiicre orani; kontrol, ProRoot MTA ve H-9390 HA gruplarinda
anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05). ProRoot MTA grubunun 7. giin canli hiicre
orani, Biodentine, H-9390 HA ve Gengigel HA gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulundu (p<0.05). Diger gruplarin 7. giin canli hiicre oranlar1 arasinda anlamli bir
farklilk  g6zlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-10). Materyallere ait salinim sivilar
uygulandiktan 1 giin ve 7 giin sonra canli hiicre oranlar1 Sekil 4-11°de gosterilmektedir.

Kontrol Grubunda; 1. giin ve 7. giin canli hiicre oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.337).

Biodentine Grubunda; 1. giin ve 7. giin canli hiicre oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.873).

ProRoot MTA Grubunda; 7. giin canli hiicre orani, 1. giinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu (p:0.011).

Dycal Grubunda; 7. giin canli hiicre orani, 1. giinden istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek olarak bulundu (p:0.037).

H-9390 HA Grubunda; 1. giin ve 7. glin canli hiicre oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.631).

Gengigel HA Grubunda; 1. giin ve 7. giin canli hiicre oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.078).
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Tablo 4-9: 1. giin ve 7. giinde saptanan canl hiicre bulgularinin degerlendirilmesi

Canh Hiicre

1. giin 7. giin p
Ort+SS (medyan) Ort+£SS (medyan)

Kontrol 25,11£18,06 (21,2) 35,65+24,57 (32,9) 0,337
Biodentine 17,34+17,85 (11,1) 18,05+14,54 (11,3) 0,873
ProRoot MTA 20,1£6,6 (17,5) 43,34+12,46 (47,9) 0,011*
Dycal 5,84+4,25 (4,7) 11,88+8,52 (9,1) 0,037*
H-9390 HA 23,94+8,24 (23,5) 26,11+11,43 (23,3) 0,631
Gengigel HA 36,94+15,6 (40) 20,74+10,53 (18,4) 0,078
In 0,004* 0,011*

! Kruskal Wallis Test “Mann Whitney U Test * p<0.05

Tablo 4-10: 1. giin ve 7. giinde saptanan canli hiicre bulgularimin post hoc

degerlendirilmesi
Canh Hiicre

1. giin 7. giin
Kontrol-Biodentine 0,423 0,200
Kontrol-ProRoot MTA 0,873 0,337
Kontrol-Dycal 0,016* 0,011*
Kontrol-H-9390 HA 0,873 0,522
Kontrol-Gengigel HA 0,150 0,337
Biodentine-ProRoot MTA 0,078 0,025*
Biodentine-Dycal 0,055 0,749
Biodentine-H 9390 0,055 0,150
Biodentine-Gengigel HA 0,055 0,423
ProRoot MTA-Dycal 0,006* 0,006*
ProRoot MTA-H-9390 HA 0,423 0,037*
ProRoot MTA-Gengigel HA 0,078 0,016*
Dycal-H 9390 HA 0,004* 0,025*
Dycal-Gengigel HA 0,006* 0,078
H-9390 HA-Gengigel HA 0,150 0,262

Mann Whitney U Test * p<0.05



65

Canli Hucre

70
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40
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20
10

Oort£SS

Kontrol Biodentine ProRoot Dycal H-9390 HA Gengigel
MTA HA

M1.gin E7.gln

Sekil 4-11: 1. giin ve 7. giinde saptanan canl hiicre oranlari

Kontrol grubunun 1. giin canli hiicre oran1 %100 kabul edildiginde; Biodentine
grubunun 1. giin canli hiicre oran1 kontrol grubunun %69.1°1, ProRoot MTA grubunun
1. giin canli hiicre oran1 Kontrol grubunun %80’i, Dycal grubunun 1. giin canli hiicre
orani Kontrol grubunun %23.3’1, H-9390 HA grubunun 1. giin canli hiicre oran1 kontrol
grubunun %95.2’si ve Gengigel HA grubunun 1. giin canli hiicre oran1 kontrol
grubunun %2147.1’idir (Sekil 4-12).

1. Gun
160 147,1
140
120
100 95,2
— 100
£ 69,1 -
E 80 .
© 60
40 23,3
0
Kontrol Biodentine ProRoot Dycal H-9390 HA  Gengigel
MTA HA

Sekil 4-12: 1. giinde kontrol grubuna gore canh hiicre oranlari
Kontrol grubunun 7. giin canli hiicre oran1 %100 kabul edildiginde; Biodentine
grubunun 7. giin canli hiicre orani kontrol grubunun %350.6’s1, ProRoot MTA grubunun
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7. giin canl1 hiicre oran1 Kontrol grubunun %121.6’s1, Dycal grubunun 7. giin canli hiicre
orani Kontrol grubunun %33.3’1, H-9390 HA grubunun 7. giin canli hiicre oran1 kontrol
grubunun %73.2°si ve Gengigel HA grubunun 7. giin canli hiicre orani kontrol
grubunun %58.2’sidir (Sekil 4-13).

7. Gan
140 121.,6
120
100
100
—_ 73,2
= 80
s 58,2
s 50,6
S 60
33,3
40
0
Kontrol Biodentine ProRoot Dycal H-9390 HA  Gengigel
MTA Ha

Sekil 4-13: 7. giinde kontrol grubuna gore canh hiicre oranlari

Materyallere ait salinim sivilar1 uygulandiktan 1 giin sonra tiim gruplarda elde
edilen canli hiicre oranlar1 dagilimi Sekil 4-14°te, 7 giin sonra tiim gruplarda elde edilen

canli hiicre oranlar1 dagilimi Sekil 4-15’te gosterilmektedir.

1. Gin
70
60
. @
T 50 =
K3 e
5 a0
2 . » °
£ 30 * A X
S A o
20
! x X .
10 b 4
. ¥
o]
#® Kontrol [ Biodentine A ProRoot MTA X Dycal X H-9390HA @ Gengigel HA

Sekil 4-14: 1. giinde tiim gruplarda elde edilen canli hiicre oranlarinin dagilimi
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7. Glin

90

80
70
60
50
40 ¥
30 ‘ X

20 X

10 ¢ i X X

Canli Hiicre (%)

# Kontrol M Biodentine ProRoot MTA X Dycal X H-9390 HA Gengigel HA

Sekil 4-15: 7. giinde tiim gruplarda elde edilen canli hiicre oranlarmin dagilimi

4.2. Alkalen Fosfataz Aktivitesi Tayinine Ait Bulgular

Deney gruplarinda 7. ve 14. giinlerde toplanan hiicre kiiltlirii medyumlarinda
yapilan alkalen fosfataz aktivitesi analizi sonuglari istatistiksel agidan degerlendirildi,
gruplar arasinda 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-11). Materyallere ait salinim sivilari
uygulandiktan 7 giin ve 14 giin sonra alkalen fosfataz diizeyi oranlar1 Sekil 4-16’da

gosterilmektedir.

Tablo 4-11: 7. giin ve 14. giinde saptanan alkalen fosfataz sonuclarinin degerlendirilmesi

Alkalen Fosfataz

7. giin 14. giin ’p
Ort£SS (medyan) Ort+SS (medyan)

Kontrol 35,83+18,51 (30,1) 50,2+15,87 (48,7) 0,075
Biodentine 64,73+14,39 (59,5) 71,38+10,16 (65,6) 0,175
ProRoot MTA  47,42+25,24 (31,7) 50,8+20,21 (48,7) 0,462
Dycal 55,14+7,34 (53,3) 60,08+9,31 (57,9) 0,465
H-9390 HA 46,96+17,61 (40,9) 51,9+18,54 (48,7) 0,465
Gengigel HA 56,38+15,73 (58,7) 56,84+5,97 (59,5) 0,917
P 0,373 0,124

! Kruskal Wallis Test “Mann Whitney U Test
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Alkalen Fosfataz
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Kontrol Biodentine ProRoot Dycal H-9390 HA Gengigel HA
MTA

M 7.gin H14.gin

Sekil 4-16: 7. giin ve 14. giinde saptanan alkalen fosfataz diizeyi oranlari

Kontrol Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.075).

Biodentine Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.175).

ProRoot MTA Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad: (p:0.462).

Dycal Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.465).

H-9390 HA Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.465).

Gengigel HA Grubunda; 7. giin ve 14. giin alkalen fosfataz diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p:0.917).
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5. TARTISMA

Cesitli nedenlerle dis pulpasinda meydana gelen perforasyonlarin tedavisinde
pulpanin canli olarak korunmasini saglamak en onemli amagtir. Bu amagla yapilan
pulpa kuafaj tedavisinin klinik, radyolojik ve histolojik diizeydeki basarisi birgok etkene
baglidir. Pulpanin yapisi, agilan pulpa dokusunun yeri ve biyikliigi, bu bolgede
kanama kontroliiniin saglanabilmesi, dentin pargaciklar1 ve debrisin pulpa dokusu
icerisine itilmesi, bakteri ve bakteri iiriinlerinin ortamdaki varligi, bu basariy1 etkileyen

temel faktorlerdir (13, 133, 169).

Giiniimiizde siklikla uygulanan vital pulpa tedavilerinden biri olan direkt pulpa
kuafaj tedavisinin basarisi, tedavide kullanilan materyallerin etkinligi yo6niinden
degerlendirildiginde; iki farkli konu giindeme gelmektedir; bunlar kullanilacak

materyallerin biyouyumlulugu ve reperatif dentin olusturabilme yetenekleridir.

Biyolojik ~ ozellikleri 6nceden test edilmemis materyaller, insanlarda
kullanilmadan 6nce bir¢ok alternatif test ile degerlendirilmektedir. Bir materyalin
biyouyumlulugun arastirilmasi i¢in kullanilan bu testler; in vitro hiicre kiiltiirii testleri,
in vivo hayvan deneyleri ve kullanim testleri olarak siniflandirilmaktadir. Ilk olarak bir
materyal ornegi bir seri in Vitro sitotoksisite testleri kullanilarak incelenmektedir. Eger
in vitro yontemlerle materyalin sitotoksik olmadigi belirlenirse materyal subkutanoz
dokulara veya kas dokusuna implante edilerek lokal doku reaksiyonlari
degerlendirilmektedir. En son olarak da insan veya hayvan deneklerde materyalin
kullanilacagi esas dokunun materyale karsi in vivo reaksiyonlar1 degerlendirilmektedir
(37, 185).

Yeni gelistirilen bir materyalin toksisitesini belirlemek amact ile yapilan
arastirmalarda kullanilan hiicre kiiltiirii testleri, canli dokularin fizyolojik durumunu
taklit etmektedir. In vitro ¢alismalar bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, hizli
uygulanabilmeleri, tekrarlanabilme o6zellikleri, deney ortaminin kontrollerinin kolay
olmasi, standardize edilebilmeleri ve ucuz olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. in vitro
caligmalar hiicresel olaylar1 karmasik hiicreler arasi iliskilerden izole olarak incelemeye
olanak tanimaktadir (37, 164, 185). Yeni bir materyalin deney hayvanlarinda ya da

insanlarda klinik kullanimi etik ve yasal problemleri de beraberinde getirdiginden
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dolay1 dental materyallerin sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde in vitro testler

baslangi¢c noktas1 gorevi gormektedirler. Bu calismada biyouyumluluk testlerinden in
vitro hiicre kiiltiir testleri tercih edilmistir.

Hiicre Kkiultiirii  ¢alismasinda  kullanilmak {izere segilen hiicre tipinin,
toksisitesinin belirlenmesi amaglanan materyalin kullanim sahasi ile iligkili olarak
secilmesi olduk¢a dnemlidir. Sitotoksisite degerlendirmelerinde biyolojik sistem olarak
kiiltiir ortamindaki primer hiicreler veya devamli hiicre dizileri kullanilmaktadir. Primer
hiicre kiiltiirleri, iiretim agamasindaki zorluklar1 ve hassas hiicreler olmalar1 nedeniyle
caligma sirasinda ortaya ¢ikabilen sorunlara ragmen orijinal fizyolojik durumu en iyi
sekilde yansitabilmeleri nedeni ile pek ¢ok ¢alismada 6rnek sistem olusturmaktadir (10,
37, 163). Illeperuma ve ark. yaptiklart bir sitotoksisite calismasinda insan hiicre
hatlarinin, L929 gibi hayvan hiicre hatlarina gére biyouyumluluk testlerine daha hassas
oldugu gostermistir (82). 1ISO 10993-5 standartlarinda dis hekimliginde kullanilan
malzemelerin sitotoksite degerlendirme testlerinde hizli tiremeleri ve primer hiicre
kiiltiriine oranla daha kolay elde edilebilmeleri nedeniyle L929, 3T3, MRC-5 gibi
devamli hiicre hatlarinin da kullanilabilecegi belirtilmistir (84, 185).

Bu ¢aligmada spesifik metabolik potansiyele sahip primer hiicrelerin kullanimi
ile in vivo sartlara daha yakin deneysel kosullarin olusacagi diisiiniilerek insan pulpa
dokusundan primer hiicre kiiltiirii olusturulmasi tercih edilmistir. Hiicreler iiretilirken
stk ¢ekim endikasyonu olmasi, pulpa dokusu agisindan zengin disler olmasi ve agiz
ortam1 kosullarindan etkilenmemis olmasi nedeniyle gomiik {iiglincii biiyiik azi disleri
tercih edilmistir. Bu ¢alismada tigiincii pasaj sonrasi hiicreler kullanilmistir. Hiicreler az
sayida pasajlama siirecinden geg¢mis olduklari igin, hiicrelerin karakteristik olarak en az
oranda degisime ugradiklart disiinilmektedir. Pulpa dokusunun elde edilmesi
asamasinda steril aeratér kullanarak dis kesme islemi sirasinda ortamda bulunan ve
aeratdrden gelen su icindeki bakterilere bagl pulpa dokusunun kontamine olma riskini
azaltmak i¢in bu caligmada steril kabin i¢inde mengene yardimiyla disin kirilmasi tercih

edilmistir.

Dental materyallerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde test materyali ile
hedef hiicreler arasinda kontakt saglanmalidir. Bu temas, direkt materyal veya
materyallerden salinan bilesenlerin salinim sivilarinin temasi seklinde ya da indirekt

temas seklinde olabilmektedir. Direkt temas testlerinde hiicrelerle kiiltiir ortami1 temas
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halindedir. Indirekt temas testlerinde ise hiicrelerle test materyalleri arasinda gegirgen
bir bariyer mevcuttur (156, 164). Temasin salinim sivilari ile saglandigi hiicre kiltiiri
calismalarinda farkli ekstraksiyon siireleri, materyallerin sitotoksisitelerinin incelenmesi

bakimindan énemlidir (79).

Bu calismada her bir deney materyalinden hazirlanan orneklerden, kiiltiir
ortaminda 10993-5 standartlarinda belirtildigi gibi yiizey/besiyeri oraninin 0.5 - 6
cm?/ml olacak sekilde 37°C’de 24 saat siire ile bekletilerek elde edilen salinim sivilari
kullanmilmistir.  Salinim  sivilarinin,  sterilizasyon filtreleri yoluyla kolayca steril
edilebilmesi ile hiicre kiiltiir ¢aligmalarindaki enfeksiyon riskinin en aza
indirgenebilmesi ve materyallerin komsu hiicreler ya da materyallere uzak olan hiicreler

tizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi gibi 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir (96).

In vitro deneylerde materyallerin biyolojik ortamda ve viicut sicakliginda ¢ok
uzun slre tutulmasi mikroorganizmalarla kontaminasyon ve ortam bilesenlerinin
azalmasi gibi nedenlerle uygun bulunmamaktadir (186). Bu ¢alismada hiicre kiiltiiriiniin
ozelliklerini koruyabilmek acisindan literatiirlerdeki farkli siireler de gbéz Oniine
alinarak, tek bir inkiibasyon siiresine bagli kalmadan materyallerin sitotoksik etkisi 1. ve

7. glinlerin sonunda degerlendirilmistir.

Materyallerin ~ biyouyumlulugunu  belirlemek  amaciyla  sitotoksisite
caligmalarinda giiniimiize kadar pek c¢ok in vitro test yontemi kullanilmigtir. Akim
sitometri analizi son yillarda hiicre canliligi ve sitotoksisite belirlemede alternatif
yontemlere gore daha hizli, daha giivenilir ve daha hassas sonuglar vermesi bakimindan
onerilmektedir (194). Bir materyalin sitotoksik etkileri degerlendirilirken apoptoz ve
nekroz gibi hiicre 6liim tipi ayirimimim yapilmasi bu iki 6lam tipinin farkli biyolojik
cevaplar olusturmast agisindan Onemlidir. Apoptoza ugrayan hiicreler apoptotik
cisimcik olarak adlandirilan pargalara ayrilmaktadirlar. Bu parcalar plazma membrani
ile kaplanarak immiin sistemde enflamatuar yanit1 uyarmazlar ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler. Bu yiizden apoptotik hiicre Olimiinde otoimmiin bir yanit
olusmamaktadir. Nekroza bagli hiicre 6liimiinde ise hiicre hasari ortaya ¢ikmaktadir. Bu
tip hiicre 6liimiinde hiicrelerin siserek parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan hiicre icerigi
hiicreler arasi bosluga salinarak enflamatuar cevabi indiiklemektedir (42, 92). Bu
sebeplere bagl olarak dokularla temasta olan bir biyomateryal daha fazla oranda

apoptozu indiikliiyorsa dokularda inflamasyon olusturmadigi ve dokularda olusabilecek
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modifikasyonlara daha cabuk adapte oldugu belirtilmektedir. Fakat daha fazla oranda
nekrozu indiikliyorsa enflamatuar reaksiyon sonucu ciddi doku hasarlari

olusabilmektedir (31).

Hiicre apoptozunu belirlemek i¢in bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Anneksin-V
floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlendikten sonra hiicrenin dig ylizeyine transloke
olan fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicreleri goriiniir hale getirilebilmektedir. Bu
nedenle apoptoza giden hiicrelerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak
propidium iyodiir eklenmektedir (71). Bu g¢alismada kullandigimiz hiicre tespit kiti
talimatlar1 dogrultusunda Anneksin-V ve DNA’ya daha yiiksek afinite gosterme ve daha
floresan ozellikte olmasi gibi sebepler ile propidium iyodiire iyi bir alternatif olan
ethidyum homodimer 1l boyama ile akim sitometri analizi yapilarak canli, erken

apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler saptanmustir.

HA ekstraselliiler matriksin ana komponentlerinden biri olup fizikokimyasal
ozellikleri ve saf formunun immiinojenik olmamasi nedeniyle yillardir tibbi alanlarda
eksojen olarak uygulanmaktadir. Dis hekimligi alaninda da antienflamatuar,
antibakteriyel ve nemlendirici etkilerinden dolay: siklikla kullanilmaktadir. Heniiz say1
olarak ¢ok kisitli olmakla beraber, son yillarda HA’nin vital pulpanin canliliginin
korunmasi i¢in alternatif bir materyal olarak kullanilabilirligi tlizerine c¢aligmalar

yapilmaktadir.

Ferroni ve ark. ortodontik amagla ¢ekilmis tiglincii bityiik az1 dislerinden elde
ettikleri dental pulpa kok hiicresi ve ti¢ boyutlu HA igerikli doku iskelesini birlikte
kullaniminin in vitro kosullarda pulpa dokusunun rejenerasyonunda etkinligini
incelemek i¢in hiicre morfolojisi, hiicre proliferasyonu ve sert doku rejenerasyonu
belirtecleri olan osteonektin, osteokalsin, osteopontin gibi ¢esitli gen ekspresyonlarini
degerlendirmisler ve immunofloresan boyama yapmislardir. Dental pulpa kok
hiicrelerinin HA doku iskelesiyle birlikte uygulandigi grupta pulpa dokusuna benzer
morfolojiye sahip yapinin olustugunu belirtmislerdir. Calismanin in vivo kisminin
sonuglarinda hyaluronik asitin rat kalvaryal defektlerinde osteodentin benzeri doku
yenilenmesini uyardigmmi ve 1iyi bir rejenerasyon potansiyeline sahip oldugunu

belirtmislerdir (58).
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Inuyama ve ark. HA igerikli siingerlerin pulpa dokusu iizerinde rejeneratif
etkisini odontoblastik hiicre kiiltiirii (KN-3) ve ampute edilmis rat pulpa dokusu
tizerinde incelemislerdir. Calismanin in vitro kisminda HA igerikli siingerlerin hiicreler
lizerine enflamatuar etkisi olup olmadigini degerlendirmisler, HA igerikli slingerlerin
proinflamutuar sitokinlerin ekspresyonunu baskilama yetenegi oldugunu belirtmislerdir.
Ayni galismanin in vivo kisminda, aynit materyaller ampute edilmis pulpa yiizeyine
implante edilmis, 3 haftalik gozlem sonucunda HA igerikli siingerin uygulandig1 grupta
diger gruba gore daha hiicreden zengin ve daha az 16kosit infiltrasyonun oldugu yeni
pulpa dokusu gozlenmistir. Sonu¢ olarak HA igerikli siingerlerin dis pulpasi
rejenerasyonunda doku iskelesi olarak kullanilabilecek biyouyumlulukta oldugunu fakat

konuyla ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (85).

Bu ¢alismada yiiksek molekiil agirlikli saf HA’nin insan pulpa dokusundan elde
edilen hiicreler {tizerinde sitotoksik etkisi ve alkalen fosfataz aktitivitesinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla yiliksek molekiil agirlikli HA, dis hekimligi
kliniginde kuafaj tedavilerinde siklikla kullanilan ProRoot® MTA, Biodentine™ ve
Dycal® materyalleri ve hig¢ bir materyal uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirmali

olarak incelenmistir.

Ozdemir ve ark. calismalarinda yiiksek molekiil agirlikli HA’nm farkli
konsantrasyonlarinin pulpa kuafaj materyali olarak kullanilabilirligini sitotoksik ve
histopatolojik olarak degerlendirmislerdir. Calismanin in vitro kisminda saf HA (Sigma
H-9390) steril fosfat tampon solusyonu igersinde ¢oziindiiriilerek %2 (20 mg/ml), %1
(10 mg/ml), %0.5 (5mg/ml), %0.2 (2mg/ml), %0.1 (Img/ml) ve %0.05 (0,5 mg/ml)
konsantrasyonlarinda soliisyonlar1 hazirlanmis ve 1929 hiicreleri {izerine uygulanarak
24, 48 ve 72. saatlerdeki toksisiteleri incelenmistir. 24 saat sonunda en diisiik
toksisitenin %0.1 ve %0.05 konsantrasyonlarda HA uygulanan gruplarda oldugunu ve

24, 48. ve 72. saatler sonunda doz arttik¢a toksik etkinin arttigini belirtmislerdir (148).

Bu c¢alismada benzer calismalar referans alinarak, calismalarda kullanilan HA
konsantrasyonlari iizerine optimizasyon deneyi yapilmistir ve %0.1°lik konsantrasyonda
yiiksek molekiil agirlikli HA kullanilmasi uygun goriilmiistiir (80, 148). Calismada saf
HA’nin yan sira dis hekimligi kliniginde tek yiiksek molekiil agirlikli HA igeren ticari
preparat olmasi nedeni ile Gengigel Prof® HA materyali de deney gruplar arasina dahil

edilerek karsilastirilmali olarak incelenmistir.
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Literatiirde HA’nin sitotoksisitesinin hiicre kiiltiirlinde incelendigi az sayida

¢alisma mevcuttur.

Bogovic ve ark. HA’nin rat pulpa dokusundan elde ettikleri odontoblast ve
fibroblastlar tizerine olan etkilerini incelemislerdir. Calismada dort ayri hiicre kiiltiirti
olusturularak; her bir gruba kalsiyum hidroksit, polimerize edilmis dentin adeziv
materyali, Gengigel Prof® HA preparati uygulamis ve bir grup kontrol grubu olarak
birakilmistir. Her dort giinde bir kiiltir medyumu degistirilerek 14. giin sonunda
hiicreler akridin oranj ve ethidyum bromiir boyamasi yapilarak floresan mikroskopunda
incelenmistir. Arastirma sonucunda HA ile muamele edilmis kiiltiirlerde; diger gruplara
gore hiicre canliliginin daha fazla oldugunu ve hem apoptotik hem nekrotik hiicre
sayilarinin anlamli derecede daha az oldugunu belirtmislerdir. Kalsiyum hidroksit
uygulanan grupta hiicrelerdeki apoptoz ve nekroz oranlarinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Hem HA hem de kalsiyum hidroksit
gruplarinda apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 kiyaslandiginda canliligini kaybeden
hiicrelerin daha ¢ok apoptoza ugradigini gostermislerdir. Sonug olarak HA’nin kalsiyum
hidroksite gdére daha az toksik ve daha biyouyumlu bir materyal oldugunu
bildirmiglerdir (18). Bu ¢alismada hem Gengigel Prof® HA hem de saf HA H-9390
gruplarinda hiicre canliligi, apoptoz ve nekroz oranlar1 kontrol grubuyla benzer olup
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir. Her iki HA grubunda da hiicre
canliligi hem 1. hem de 7. giinde kalsiyum hidroksit preparati olan Dycal grubuna gére
yiiksek bulunurken, nekroz ve geg¢ apoptoz hiicre oranlari ise diisiik bulunmustur. Hem
HA hem de kalsiyum hidroksit gruplarinda apoptotik ve nekrotik hiicre oranlari
kiyaslandiginda canliligini kaybeden hiicrelerin daha ¢ok apoptoza ugradigi sonucu elde
edilmistir. Calisma sonucunda elde ettigimiz HA nin kalsiyum hidroksite gore daha az
toksik bulunmasi Bogovic ve ark.’nin ¢alisma sonuglariyla benzerlik gostermektedir.
Ayni calismada HA grubunda hiicre sayim1 sonrast kontrol grubuna gore daha yiiksek
oranda fibroblast ve odontoblast varligi saptanmistir ve HA’nin reperatif dentin

olusumu i¢in iyi bir potansiyel olusturdugu belirtilmistir.

Bu ¢alismada arastirmacilarin ¢alisma sonuglariyla benzer sekilde Gengigel Prof
HA grubunda hiicre canliliginin 1. giinde kontrol grubundan yiiksek bulunmasini hiicre
proliferasyonunu uyardigi seklinde yorumlamaktayiz. Hiicre canliligi sonuglari

degerlendirildiginde 1. giin canli hiicre oranlar1 Gengigel Prof HA grubunda, saf HA H-
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9390 grubuna gore daha yiiksek olmakla birlikte 7. giin sonunda Gengigel Prof HA
grubunda hiicre canliliginda azalma gozlenmistir. Her iki grupta HA konsantrasyonu
esit olacak sekilde hazirlanmis olsa da Gengigel Prof HA grubunda hiicre canliligindaki
bu azalmanin saf HA’dan farkli olarak iceriginde bulunan ksilitol, seliiloz sakizi gibi
diger katki maddeleri nedeni ile olabilecegi goriisiindeyiz. Bu igerik farkliligina ragmen
her iki HA grubunda da hem 1. giin hem de 7. giinde hiicre canlilig1 agisindan kontrol
grubu ile istatistiksel bir fark bulunmamustir. Ayrica her iki grupta da 1. ve 7. giinlerde
gec apoptoz ve nekroz hiicre oranlarinin kontrol grubuna benzer olmasi bize yiiksek
molekil agirlikli HA’nin ge¢ apoptoz ve nekroza bagl hiicre 6liimiinii uyarmadigini

gostermektedir.

Bu c¢alismanin diger deney gruplarin1 olusturan Biodentine, ProRoot MTA ve
Dycal’in toksisite 6zelliklerini belirlemeye yonelik farkli degerlendirme metotlarinin

kullanildig1 bir¢ok in vitro arastirma yapilmistir.

Hernandez ve ark. ProRoot MTA’nin fare gingival fibroblastlar iizerinde hiicre
apoptozuna etkisini incelemislerdir. Calismada hiicreler ile materyallerin arasinda
indirekt temas saglanmis ve 24 saat sonunda hiicrelere propidium iyodiir boyamasi
yapilarak akim sitometri analizi yapilmistir. Sonug¢ olarak apoptoz oraninda kontrol
grubu ile anlamli bir farklihik bulunmamis ve ProRoot MTA’nin hiicre apoptozunu

indiiklemedigini bildirmislerdir (73).

Gordoysus ve ark insan periodontal ligament hiicreleri tizerinde ProRoot
MTA’nin 24., 48. ve 72. saatlerde sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Calismada
propidium iyodiir ve anneksin V boyamasi sonrasi akim sitometri analizi ile hiicre
apoptoz ve nekroz oranlar1 degerlendirilmis ve sonug¢ olarak ProRoot MTA nin hiicre
apoptozunu indiiklemedigini bildirmislerdir. Hiicre canlilig1 agisindan kontrol grubuna
gore anlamli bir farklilik bulunmamis ve ProRoot MTA nin biyouyumlu bir materyal

oldugunu belirtmislerdir (68).

Machado ve ark. fare pulpa hiicreleri tlizerinde ProRoot MTA’nin hiicre
canliligina olan etkisini Anneksin V ve propidium iyodiir boyamasi yaparak 1., 4.ve 7.
giinlerde akim sitometri analizi yapmislar ve ProRoot MTA ’nin kontrol grubu ile benzer
hiicre canliligi gosterdigini ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigini
bildirmislerdir, ProRoot MTA nin biyouyumlu bir materyal oldugunu belirtmislerdir
(115).
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Damas ve ark. ProRoot MTA’ nin 24 saatlik deney periyotlarinda insan dermal
fibroblastlar1 tizerinde biyouyumlu oldugunu ve toksik etki olusturmadigini (43), Kim
ve ark. ProRoot MTA nin MC3T3-E1 hiicreleri {izerinde 48 saat sonunda sitotoksik etki
gostermedigini (99), Park ve ark. ProRoot MTA’nin 3.biiylik az1 dislerinden elde
ettikleri insan pulpa hiicreleri iizerinde 1. ve 7. giinlerde sitotoksik etki gdstermedigini
bildirmislerdir (150). Bu ¢alismada da benzer olarak ProRoot MTA grubunda 1. giin ve
7. glinlerde kontrol grubuna benzer hiicre canlili§i sonuglar1 elde edilmistir. Bu
calismanin sonucunda Hernandes ve ark ile Gordosus ve ark’nin ¢alismalariyla benzer
olarak ProRoot MTA’nin hiicre apoptozunu veya nekrozunu indiiklemedigi

saptanmistir.

Literatiirde Dycal’1n pulpa hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin degerlendirildigi
calismalar incelendiginde, Furey ve ark. Dycal’in gémiik {i¢iincii biiyiik az1 dislerinden
elde ettikleri insan primer pulpa hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini MTT testi ile
degerlendirmigler ve 24 saat sonunda Dycal’in %80’e¢ yakin hiicre oliimiine neden
oldugunu ve anlamli derecede sitotoksik oldugunu belirtmislerdir (61). Bu ¢alismada
Dycal materyalinin uygulandigi pulpa hiicrelerinden elde edilen bulgularda; canli hiicre
oraninin hem 1. giin hem de 7. giinde kontrol grubu ve diger materyal gruplarina gére
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi, ge¢ apoptoz ve nekroza bagli hiicre
Olimiintin arttig1 gdzlenmistir. 7. giinde nekroza bagli hiicre 6liimii kontrol grubuna

gore anlaml derecede yiiksek bulunmustur.

Yasuda ve ark. ProRoot MTA ve Dycal materyallerinin rat kesici dislerinden
elde ettikleri pulpa hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Hiicreler
ile materyaller arasinda indirekt temas saglanarak 5, 10, 24 ve 72 saatlerde MTT testi
yapilmistir. 24 saat sonunda ProRoot MTA grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmazken, Dycal grubunda hiicre canlilig1 kontrol grubundan ve ProRoot MTA
grubundan anlamli derecede diisiik bulunmustur. Calisma sonucunda ProRoot MTA ’nin
hiicreler tizerinde sitotoksik etki gostermedigini, Dycal grubunun ise yiiksek oranda

hiicre 6limiine yol agtigini bildirmislerdir (190).

Min ve ark. insan pulpa dokusundan elde ettikleri hiicreler lizerinde MTA ve
Dycal materyallerinin sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Materyaller hazirlanip
sertlesme stireleri tamamlandiktan sonra hiicreler {izerine direkt uygulamislar ve 12, 24,

48 ve 72. saatlerde MTT testi yapmislardir. Sonug olarak MTA grubunun tiim inceleme
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periyotlarinda  kontrol grubuyla benzer hiicre canliligi gosterdigi ve sitotoksik
olmadigini, Dycal grubunun ise hem kontrol hem MTA gruplarindan anlamli derecede

diistik hiicre canliligi gosterdigini bildirmislerdir (121).

de Souza ve ark. ProRoot MTA ve kalsiyum hidroksitin kopeklerde kuafaj
uygulamasi sonrasi pulpaya olan histopatolojik etkisini ve murin odontoblast hiicreleri
lizerine sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Calismanin in vitro boliimii sonuglarina
gore kalsiyum hidroksitin MTA’ya kiyasla daha sitotoksik bir materyal oldugu, dise
uygulandiginda daha fazla miktarda pulpa hiicresinde nekroza neden oldugunu

bildirilmislerdir (44).

Giiven ve ark. ¢esitli kuafaj materyallerinin biouyumlulugunu degerlendirdikleri
calismalarinda ProRoot MTA ve Dycal materyallerini {i¢iincii biiyiik az1 disinden elde
ettikleri pulpa kok hiicreleri lizerine uygulamiglardir. 48 saat sonunda MTS analizi
sonucunda hiicre canliligit ProRoot MTA grubunda, Dycal grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek hiicre canliligi bulunmustur (70). Bu ¢alismada 1. ve 7.
giinler sonunda ProRoot MTA ve Dycal gruplari karsilastirildiginda her iki giinde de
hiicre canliligi ProRoot grubunda Dycal grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Dycal grubunda 1. giin ge¢ apoptoz ve nekroza baglh
hiicre 6liim oran1 hem kontrol hem ProRoot MTA grubuna gore yiiksek bulunmus,
ancak istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmemistir. 7. giinde nekroza bagli hiicre
olimi Dycal grubunda her iki gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

Takita ve ark. ProRoot MTA ve Dycal’in {igiincii biiyilk az1 disinden elde
ettikleri insan pulpa hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkilerini 3. giinden 14. giine
kadar takip ettikleri ¢alismalarinda, Dycal’in hiicre proliferasyonunu etkilemedigini
fakat ProRoot MTA nin bazi 6rneklerde 9. giin, baz1 6rneklerde ise 12. giin itibari ile
anlamli derecede yiliksek hiicre proliferasyonu gosterdigini  bildirmislerdir.
Aragtirmacilar her iki materyalin kalsiyum salimimini degerlendirmisler ve ProRoot
MTA grubunda kalsiyum iyonu saliniminin, Dycal grubuna gore biitiin zamanlarda daha
fazla oldugunu ve hiicre proliferasyonun kalsiyum iyonu konsantrasyonuna bagl olarak
artis gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica ProRoot MTA grubunda kalsiyum i1yonu
saliniminin deney periyodu olan 14 giin boyunca devam ettigini fakat Dycal grubunda

kalsiyum iyonu konsantrasyonunun deney siireci boyunca hemen hemen ayni1 seviyede
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oldugunu bildirmislerdir (176). Bu ¢alismada da kontrol gruplarinin canliligi %100
kabul edildiginde 7. giin sonunda ProRoot MTA grubunda goriilen %121 hiicre canlilik
oranint ProRoot MTA’nin yiiksek kalsiyum iyonu salinimi gosterek hiicre

proliferasyonunu uyarmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Jang ve ark. ProRoot MTA ve Biodentine’in insan periodontal ligament
hiicrelerinde sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Hazirlanan materyaller 37°C’ de
24 saat inkiibe edilerek salinim sivilar1 elde edilmis ve elde edilen salinim sivilari
hiicreler iizerine uygulanarak 1, 3 ve 7. giinlerde XTT testi ile hiicre canlilig
degerlendirilmistir. 1. ve 7. giinlerde ProRoot MTA ve Biodentine gruplarinin salinim
stvilarina maruz kalan hiicre gruplarimin canlilik oraninda kontrol grubu hiicrelerine
gbre anlamh bir farklilik gézlenmemistir. Calisma sonucunda arastirmacilar, ProRoot
MTA grubunda Biodentine grubuna gore hiicre canliligi daha yiiksek olmakla beraber
anlaml bir fark gozlenmedigini, her iki materyalin de hiicreler {izerinde sitotoksik

olmadigini belirtmislerdir (88).

Zhou ve ark. Biodentine, ProRoot MTA insan gingival fibroblastlar1 {izerine
sitotoksik etkisini incelemiglerdir. Materyal oOrnekleri 37°C’de 2 giin hiicre kiiltiir
medyumunda bekletilerek salinim sivilari edilmistir. Hiicre canliliginin belirlenebilmesi
igin 1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 gibi farkli konsantrasyonlarda sulandirilan salinim sivilari
uygulanan hiicrelere Calcein AM ve ethidyum homodimer boyamasi yapilarak 1, 3 ve
7. glinlerde akim sitometri analizi yapilmistir. Deney periyodu boyunca her iki grupta
yiiksek canlilik oran1 gézlenmistir. Ayni1 konsantrasyon uygulanan gruplarda Biodentine
ve ProRoot materyalleri arasinda hiicre canliligi a¢isindan anlamli bir farklilik

bulunmamustir (194).

Poggio ve ark. Dycal, ProRoot MTA ve Biodentine materyallerinin murin
odontoblast hiicreleri tizerine sitotoksik etkilerini inceledikleri bir ¢alismada; 24 saat
sonunda hiicre canliligint hem MTT testi ile hem de alamar mavisi testi uygulayarak
incelemislerdir. Her iki test ile yapilan degerlendirme sonuncunda ProRoot MTA ve
Biodentine gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamis, ancak

Dycal grubunda hiicre canliligi anlamli derecede diisiik bulunmustur (155).

Attik ve ark. insan MG63 osteoblast hiicreleri iizerinde ProRoot MTA ve
Biodentine’in biyouyumluluklarini karsilagtirmiglardir. Hazirlanan materyal 6rneklerini

direk temas testi ile hiicrelerin iizerine uygulamiglar ve 1., 3. ve 5. giinlerde MTT
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analizi ile hiicre canliligi degerlendirmesi yapmiglardir. Her iki materyalin ayni deney
periyotlarinda benzer hiicre canliligi gosterdigini fakat gline bagli olarak hiicre
canliliginin anlamli derecede azaldigimi bildirmislerdir (11). Bu ¢alismada Biodentine
grubunda hiicre canliligi 1. ve 7. giinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
farklilik gdstermemistir. Ayrica hiicrelerin apoptoz ve nekroz oranlari incelendiginde
Biodentine grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik gdzlenmemistir.
Nekroza bagl hiicre 6liimii zamana bagli olarak artarken, ge¢ apoptoza bagli hiicre
orani zamana bagli olarak azalmistir, fakat her ikisinde de anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Lee ve ark. Biodentine, Bioagregat ve ProRoot MTA’nin mezenkimal kdk
hiicreler {iizerinde hiicre canlilifi {izerine etkilerini incelemislerdir. Hiicrelere
materyallerin 37°C’de 24 saat bekletilerek elde edilen salinim sivilart farkh
konsantrasyonlarda seyreltilerek uygulanmistir. Hiicre canliligt XTT testi ile incelenmis
ve 5. giin sonunda 1:1 konsantrasyonda uygulanan Biodentine grubunda hiicre canlilig
ProRoot MTA’ya gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada Biodentine
ve ProRoot MTA gruplar karsilastirildiginda hiicrelerin 1. giin canli, apoptoz ve nekroz
hiicre oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklihik gbézlenmemistir. 7. giin
sonunda ise materyallerin apoptoz ve nekroz oraninda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, ProRoot MTA grubunda, canli hiicre oram1 Biodentine’e gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Bu sonu¢ Lee ve ark.
calismasi ile benzerlik gostermistir. Lee ve ark. Biodentine’in hiicre canliliginin
ProRoot MTA’ya gore diisik olmasini Biodentine materyalinin likit kismi olan
kalsiyum klorite bagli oldugunu diisiindiiklerini belirtmislerdir (110). Benzer sekilde
Kang ve ark. ProRoot MTA’nin toz kismini, sertlesme reaksiyonunu kisaltmak igin
%10’luk kalsiyum kloritle karistirarak 1., 4. ve 7. giinler sonunda MG-63 hiicreleri
tizerindeki etkisini XTT testi ile degerlendirmislerdir. Kalsiyum klorit ile karistirilan
grupta distile su ile karistirilan gruba gore hiicre canliliginin tiim deney periyotlarinda
daha az oldugunu ve biyouyumlulugun daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Ayni
calismada gruplarin kalsiyum iyon salinimi degerlendirilmis ve kalsiyum kloritle
karigtirilan grupta kalsiyum iyon salimiminin en yiiksek seviyede oldugu belirtilmistir
(93). Bu goriisten farkli olarak MTA nin kalsiyum kloritle karsilastirildiginda biyolojik
ozelliklerinin degigmedigini ve hiicreler iizerinde biyouyumlu oldugunu gosteren

calismalarda mevcuttur (2, 106, 109). MTA nin kalsiyum iyonu salinimini yaparak
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ortamdaki kalsiyum iyonu konsantrasyonunu arttirdigi, hiicre farklilagsmasi ve
mineralizasyonunu uyardigi birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (74, 160, 181) .
Kalsiyum iyonlarmin varligi hiicrelerin canlili§i ve vital fonksiyonlar1 i¢in gerekli
oldugu bilinmektedir. Fakat kalsiyum iyonunun yiiksek konsantrasyonda hiicreler
tizerinde sitotoksik oldugunu ve apoptoz ve nekroza bagli hiicre 6liimiinii uyardigini

gosteren arastirmalar da mevcuttur (120, 146).

Vital pulpa dokusu iizerine uygulanacak bir materyal i¢in biyouyumluluk kadar
sert doku formasyonunu uyarmast da Onemli bir Ozelliktir. Biomateryallerin
mineralizasyonu uyarma yetenekleri degisik hiicresel biyokimyasal belirteclerin
ekspresyonu ile degerlendirilebilmektedir (127). Sert doku mineralizasyonu ile
baglantili osteoblastik aktivitenin belirlenmesinde erken ve ge¢ donem belirtecler
kullanilmaktadir. Erken donem belirtecler alkalen fosfataz ve tip I kollajen; ge¢ donem
belirtegler ise osteonektin, osteopontin ve osteokalsin seviyeleridir (27, 113). Alkalen
fosfataz genellikle mineralizasyon siirecine dahil olan plazma membranina bagl bir
enzim olup sert doku olusumunun Onemli bir bilesenidir. Alkalen fosfatazin
serbestledigi fosfat iyonlar1 kalsiyum iyonlar ile reaksiyona girerek hidroksiapatitin
molekiiler bir birimi olan kalsiyum fosfati olusturmaktadir. Enzim ekspresyonunun yeni
doku mineralizasyonunda 1iyi bir belirte¢ oldugu gdsterilen doku miihendisligi deneyleri,
alkalen fosfataz ekspresyonu konusuna olan ilginin daha da artmasina yol agmustir. Bu
calismalarda sert doku olusum hiz1 alkalen fosfataz ekspresyonundaki artigla
Ol¢iilmektedir cilinkii bu artis yeni dokuda kagiilmaz olarak bir mineralizasyona neden
olmaktadir. Biyokimyasal ve histolojik caligmanin kolayliginin bir sonucu olarak,
alkalen fosfataz mineralize doku hiicrelerinin fenotipinin ya da gelisimsel maturitesinin

degerlendirilmesi igin en ¢ok tercih edilen biyokimyasal belirte¢ halini almistir (66).

Literatiirde yiiksek molekiil agirlikli hayluronik asitin insan dental pulpa
hiicresinde alkalen fosfataz aktivitesi tizerine etkisini inceleyen sadece bir in vitro
calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismanin ¢ikis noktalarindan biri olan yiiksek molekiil
agirliklt HA nin kuafaj materyali olarak kullanilabilirligi acisindan sert doku olusumunu
inceleyen in vivo calismalar degerlendirildiginde literatiirde kisith sayida g¢alisma

bulunmustur.

Ozdemir ve ark. yiiksek molekiil agirlikli HA’nin farkli konsantrasyonlarinin

pulpa kuafaj materyali olarak kullanilabilirligini histopatolojik olarak degerlendirdikleri
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calismada arastirmacilar saf HA (Sigma H-9390)’nin %2 ve %0.2 konsantrasyonlari,
kalsiyum hidroksit ve kontrol grubu olmak tizere dort deney grubu olusturmuslar ve
materyalleri 84 deney kopegi pulpasina uygulayarak bir hafta, bir ay ve ii¢ ay sonunda
histopatolojik olarak incelemislerdir. 1 aylik gozlem sonucu kontrol gruplarinda tamir
dentini olusumu saptanmazken, HA ve kalsiyum hidroksit gruplarinda tamir dentini
olusumu gozlenmistir. 3 aylik gézlem sonucunda olusan tamir dentininin belirgin bir hal
aldigim1  belirtmislerdir. Sonu¢ olarak yiiksek molekiil agirhikli HA’nin  distk
konsantrasyonlarinin agik pulpa dokusunun iyilesmesi igin elverisli bir ortam

saglayabildigini bildirmiglerdir (148).

Sasaki ve ark. yiiksek molekiil agirliklt HA (NRD 101) ve kalsiyum hidroksitin
reperatif dentin olusumuna etkisini incelemislerdir. Bu amagla rat molar dislerinde
olusturduklar1 kavitelere materyalleri uygulamislar ve 2. haftada yara kenarlarinda ince
reperatif dentin tabakalarinin olustugunu, 1. ve 2. aylarda olusan reperatif dentinin,
dentin duvarlarindan pulpa odasinin merkezine dogru ilerledigini gézlemlemislerdir.
Olusan sert doku formasyonun kalsiyum hidroksitin olusturdugu sert doku ile benzer
sekilde kalsifikasyon odaklar1 ve reperatif dentin indiiksiyonu gosterdigini

belirtmislerdir (162).

Bu ¢alismada yiiksek molekiil agirlikli HA nin pulpa dokusu iizerinde sert doku
mineralizasyonu  etkisinin  degerlendirilmesi amaciyla in vitro kosullarda
mineralizasyonun erken belirte¢lerinden olan alkalen fosfataz tespiti yapilmistir.
Yiiksek molekiil agirlikli HA’nin pulpa hiicrelerinin alkalen fosfataz aktivitesi lizerine
etkisi inceleyen literatliirde sadece bir ¢calisma bulunmakla beraber baska hiicre tipleri

tizerine yapilmis in vitro ¢caligmalar bulunmaktadir.

Chen ve ark. yiiksek molekiil agirlikli HA’nin {iglincii biiyiik azi diglerine ait
pulpa dokularindan elde edilen hiicrelerin farklilagsmasi ve mineralizasyonu {izerine olan
etkilerini incelemek icin alkalen fosfataz aktivitesi tayini ve alizarin kirmizis1 boyamasi
yapmiglardir. Bu amagla yiiksek molekiil agirlikli HA farkli konsantrasyonlarda (0.1
mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml) hazirlanarak hiicrelere uygulanmstir.
Arastirmacilar 3. giin sonunda alkalen fosfataz aktivitesinin konsantrasyona bagl olarak
artis gosterdigini, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarinda kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek oldugunu ve en yiiksek aktivitenin

2 mg/ml HA uygulanan grupta oldugunu belirlemislerdir. 2 mg/ml konsantrasyonda HA
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uygulanan grupta alkalen fosfataz aktivitesi 7. ve 14. giinlerde incelemeye devam
edildiginde 7. giin sonunda 2 mg/ml konsantrasyondaki HA’nin istatistiksel olarak
kontrol grubuna benzer, 14. giinde ise kontrol grubundan diisiik alkalen fosfataz
aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak yiiksek molekiil agirlikli HA nin
dental pulpa hiicreleri iizerinde erken mineralizasyonu uyardigimi ve biyolojik
ozellikleri sayesinde rejeneratif pulpa tedavilerinde kuafaj materyali olarak

kullanilabilirliginin umut verici oldugunu belirtmislerdir (28).

Zou ve ark. domuz kemik iligi stromal hiicrelerinde hyaluronik asitin farkl
konsantrasyonlarinin (Img/ml, 4mg/ml) alkalen fosfataz aktivitesi tizerine etkilerini 2.
ve 7. glnlerde incelemislerdir. 1mg/ml konsantrasyonunda HA uygulanan grupta 7.

giinde alkalen fosfataz aktivitesinin uyarilmadigini bildirmislerdir (195).

Huang ve ark HA’nin yenidogan ratlarin kalvaryal hiicrelerinden elde ettikleri
mezenkimal kok hiicreler {lizerinde osteoblastik proliferasyon ve diferansiyasyona
etkilerini incelemislerdir. Diisiik molekiil agirlikli HA (60 kDA) ve yiiksek molekiil
agirlikli (900, 2300 kDA) HA’y1 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2mg/ml olarak ii¢ farklh
konsantrasyonda hazirlayarak hiicrelere uygulamislar ve farklilasmayr gozlemlemek
icin 7. ginden 20. giine kadar alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin gen
ekspresyonunu incelemislerdir. Diisiik molekiil agirlikli HA alkalen fosfataz aktivitesini
etkilemezken, yiiksek molekiil agirlikli HA grubunda o6zellikle 1  mg/ml
konsantrasyonunda alkalen fosfataz aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
arttigini belirtmislerdir. HA’nin molekiil agirligina ve dozuna bagl olarak osteojenik ve
osteoindiiktif etki gosterebildigini belirtmislerdir (80). Bu ¢alismada yiiksek molekiil
agirlikli saf HA H-9390 ve Gengigel Prof HA gruplarinda 7. ve 14. giinlerde alkalen
fosfataz aktivitesi kontrol grubuna gore artis gostermekle beraber istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir. Literatiirde bu c¢alismada kullanilan 1 mg/ml
konsantrasyonunda yliksek molekiil agirlikli HA’nin 7. ve 14. giinlerde pulpa hiicreleri
tizerindeki alkalen fosfataz aktivitesini inceleyen bagka bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Ayni hiicre tipi ve ayn1 konsantrasyonda HA’nin kullanildig: tek ¢aligma olan Chen ve
ark.’nin ¢aligmasinda 3. giinde alkalen fosfataz aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli
olarak uyarildig1 gozlenmistir. Literatiirdeki caligmalarin ve bu g¢alismanin sonuglari

degerlendirildiginde ortaya c¢ikabilen farkliliklarin kullanilan hiicre tipi, HA
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konsantrasyonu  ve deney zamanlarindaki farkliliklara  bagli  olabilecegi

distiniilmektedir.

Chang ve ark. ProRoot MTA’nin insan pulpa hiicreleri tizerindeki
biyouyumlulugunu ve odontoblastik differansiyasyonunu inceledikleri ¢alismalarinda
materyaller hiicre kiiltiirlerine uygulandiktan sonraki 7. ve 14. giinlerde alkalen fosataz
aktivitesini incelemiglerdir. Proroot MTA uygulanan grupta alkalen fosfataz
aktivitesinin hem 7. giin hem de 14. gilinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugunu ve aktivitenin zamana bagli olarak arttigin

belirtmislerdir (27).

Eid ve ark. murin dental pulpa hiicreleri tizerinde Proroot MTA’nin alkalen
fosfataz aktivitesine etkisini 7. ve 14. giinlerde incelemislerdir. Alkalen fosfataz
aktivitesinin 14. giinde 7. giine artis géstermekle beraber istatistiksel anlamli olmadiginm
fakat her iki giin periyodunda kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir (47). Bu ¢alismada Proroot MTA ’nin alkalen fosfataz aktivitesi sonuglari
Chang ve ark., Eid ve ark. ¢aligmalarina benzer sekilde 14. giinde 7. giine gore alkalen
fosfataz aktivitesi artis gostermis fakat bu ¢alismalarindan farkli olarak istatistiksel

olarak anlamli fark gézlenmemistir.

Lee ve ark. Biodentine, Bioagregat ve Proroot MTA’nin mezenkimal kok
hiicreler iizerinde mineralizasyona etkisini incelemek i¢in alkalen fosfataz
ekspresyonunu alkalen fosfataz boyamasi yaparak incelemislerdir. Caligmanin
sonucunda Biodentine ve Proroot MTA gruplarinda alkalen fosfataz aktivitesi kontrol

grubuna gore artmis fakat istatistiksel anlamlilik géstermemistir (110).

Peng ve ark. kalsiyum hidroksit ve trikalsiyumsilikat materyallerinin insan
pulpa hiicreleri iizerine odontojenik diferansiyonunu incelemislerdir. Materyallerin
hazirlanan salinim sivilarini ortodontik amagla ¢ekilen saglikli kiigiik az1 ve tiglincii
bliyiik az1 diglerinden elde ettikleri hiicrelerden olusturduklar kiiltiirlere uygulamiglar
ve 4., 7. ve 10. gilinlerde osteonektin, alkalen fosfataz, kollajen tip I, dentin
sialoproteinleri  gibi  odontejenik  belirte¢lerin  ekspresyonunu  incelemislerdir.
Trikalsiyum silikat grubunda alkalen fosfataz aktivitesinin 4. ve 7. giinlerde kontrol
grubuna gore farklilik gostermedigini fakat 10. giinde kalsiyum hidroksit ve kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Kalsiyum hidroksit grubunda ise 4., 7. ve 10. giinlerde alkalen fosfataz aktivitesinin
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istatistiksel olarak anlamli olmadigimni bildirmislerdir (152). Bu ¢alismada Peng ve ark.
caligmasina benzer olarak 7. ve 14. giinlerde kalsiyum hidroksit preparati olan Dycal

grubunda alkalen fosfataz aktivitesinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Zanini ve ark. murin pulpa hiicreleri {izerinde Biodentine’in biomineralizasyon
tizerine etkilerini incelemek icin hiicre proliferasyonu, alkalen fosfotaz aktivitesi ve
mineralizasyondan sorumlu ¢esitli genlerin ekspresyonlarini incelemislerdir. Biodentine
uygulanan grupta 7. giin sonunda alkalen fosfataz aktivitesi agisindan kontrol grubuna

gore bir farklilik gézlenmedigini bildirmislerdir (193).

Chang ve ark. Biodentine, Ortho-MTA ve Angelus MTA nin mineralizasyon
potansiyellerini inceledikleri ¢aligmalarinda materyallerin insan pulpa hiicreleri
tizerindeki odontoblastik differansiyasyon potansiyellerini incelemek igin Alizarin
kirmizis1 boyamasi, alkalen fosfataz aktivitesi tayini ve bazi mRNA gen
ekspresyonlarinin 6l¢timiinii yapmuslardir. Calismanin alkalen fosfataz aktivitesi tayini
boliimiinde 7. ve 14. gilinlerde alkalen fosfataz aktivitesi incelenmis ve 14. giinde 3
grupta da 7. giine gore aktivitenin arttigi gdézlenmistir fakat kontrol grubuna gore
anlamli bir farklilik bulunmamustir (26). Bu ¢alismada Biodentine grubunda alkalen
fosfataz aktivitesi 7. ve 14. giinlerde kontrol grubuna goére yiiksektir. Ayrica 14. giinde
7. gline goOre aktivitenin arttigi fakat anlamli olmadigi sonucu elde edilmistir. Bu
sonuglar Zanini ve ark., Chang ve ark.’nmin caligmalarinin sonucuyla benzerlik

gostermektedir.

Bu calismada 7. ve 14. giinde elde edilen alkalen fosfataz aktivitesi degerleri
tiim gruplarda kontrol grubundan yiliksek olmakla beraber gline bagl olarak artmistir
fakat bu artig istatistiksel olarak anlamlilik géstermemistir. Saptanan zayif alkalen
fosfataz aktivitesi; hiicrelerin  odontoblastik diferansiyasyonun erken doneminde
olmast  nedeniyle heniiz diferansiyatif etki olusturamamis olabilecegini

diistindiirmektedir.

In vitro caligmalarda ISO (10993-5) test metodlarina birtakim standartlar
getirmis olsa da prosediirlerde tam bir standardizasyon uygulanabilmesi miimkiin
olmayabilmektedir. Diger c¢aligmalar ile karsilastinldiginda bu ¢alismanin
sonuglarindaki farkliliklarin, donérlerin  farkli olmasi, kullanilan hiicre ¢esidi,

materyalin hazirlanis1 ve hiicrelerle temas etme sekli, degerlendirme ydntemlerinin
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farkliliklar1 ve hiicrelerin materyalle temas etme siirelerindeki farkliliklar gibi bir ¢ok

nedene bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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SONUCLAR

Yiiksek molekiil agirlik HA’nin insan pulpa hiicreleri tizerinde sitotoksik

etkisinin ve alkalen fosfataz aktivitesinin direkt pulpa kuafaj tedavilerinde giinlimiizde

siklikla kullanilan Proroot MTA, Biodentine, Dycal materyalleri ile karsilastirmali

olarak incelenen bu ¢alismada su sonuglar elde edilmistir:

Calismanin 1. giin sonuglarma gore saf HA H-9390 ve Gengigel Prof HA
gruplarinda canli hiicre oran1 kontrol grubu, ProRoot MTA ve Biodentine
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermezken, Dycal

grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Calismanin 7. giin sonuglarina gére saf HA H-9390 ve Gengigel Prof HA
gruplarinda canli hiicre oraninda kontrol grubu ve Biodentine gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Hiicre canlilig
7. giin sonunda Dycal grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek, Proroot MTA grubuna gére anlamli derecede diisiik bulunmustur.

Gengigel Prof HA grubunda 1. giinde canli hiicre oran1 saf HA H-9390
grubuna gore daha yiiksek iken 7. giinde daha diisiik bulunmusgtur. Fakat her
iki giinde de hiicre canlili§i agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmamaistir.

Saf HA H-9390 ve Gengigel Prof HA gruplar1 1. ve 7. giinlerde ge¢ apoptoz
ve nekroza bagli hiicre Oliimiinii uyarmamis ve kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

Gengigel Prof HA grubunda ge¢ apoptoza bagli hiicre 6limi 1. ve 7.

giinlerde Biodentine grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Sitotoksite degerlendirmesinde tiim gruplar igerisinde en yiiksek hiicre
6liimii oran1 hem 1. giin hem de 7. giinde Dycal grubunda gézlenmistir. 7.
giinde nekroza bagl hiicre 6liimii Dycal grubunda tiim gruplara gére anlamli

derecede yiiksek bulunmustur.

ProRoot MTA ve Biodentine gruplar1 1. ve 7. giin canli, apoptoz, nekroz

hiicre oranlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamli bir fark
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gostermemis ve biyouyumlu bulunmustur. Hiicre canliligi ProRoot MTA
grubunda hem 1. giin hem de 7. giin Biodentine grubuna gore yiiksek olup

sadece 7. giinde istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur.

e (Calismada 7. ve 14. gilinde elde edilen alkalen fosfataz aktivitesi degerleri
tiim gruplarda kontrol grubundan yiiksek olmakla beraber giine bagli olarak

artmistir fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemistir.

Bu bulgular dogrultusunda ¢alismada yiiksek molekiil agirlikli HA, insan primer
pulpa hiicreleri tizerinde sitotoksik etki olusturmamis ve biyouyumluluk gostermistir.
Mineralizasyonun erken belirteclerinden olan alkalen fosfataz aktivitesini uyarmis
olmakla birlikte HA’nin doku mineralizasyonu tizerindeki etkilerini inceleyen kapsamli

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismanin bulgu ve sonuglariin, yiiksek molekiil agirliklit HA nin kuafaj
materyali olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi ve bu amagla kullanilabilecek
olan klinik materyal formlarina doniistiiriilebilmesi agisindan gelecekte yapilacak olan

calismalara yardimci olabilecegi ve 151k tutabilecegi diistiniilmektedir.
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FORMLAR

EK 1. Goniillii Bilgilendirme Ve Onam Formu

Arastirma yiiriitiiciisii: Dok. Ogr. Dt. Ozge Atikler
Arastirma Adi: Yiiksek Molekiil Agirlikli Hyaluronik Asitin Insan Pulpa Hiicreleri

Uzerine Sitotoksik Etkisinin Ve Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Incelenmesi

Sizin istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali tarafindan
yiirlitiilen bu ¢alismaya katilmanizi arzu ediyoruz. Asagida bu caligma ile ilgili bazi
bilgiler bulacaksiniz. Bu bilgiler sizin ¢alismaya katilmanmizin kolaylastirilmasi ve

Oneminin anlasilabilmesi i¢in hazirlanmistir.

Arastirmanin Amaci ve Onemi:

Gilintimiizde hyaluronik asit tip alaninda siklikla kullanilan bir materyaldir. Dis
hekimliginde kullanimi ise olduk¢a yeni olmakla beraber ¢esitli calismalar mevcuttur.
Derin ciiriiklerin temizlenmesi sirasinda veya travma/darbe goren dislerde, sinirlerin
(pulpa dokusu) acgilmasi halinde doku dostu olan bir kimyasal maddeyle ortiilerek disin
canliliginin korunmasi amaglanmaktadir.

Bu calismada hyaluronik asitin insan pulpa dokusu iizerine etkisi kliniklerde sik¢a

kullanilan 3 farkli malzeme ile karsilastirilacaktir.

Gerceklestirilecek Islemler

Agr1 ya da herhangi bir sikayete sebebiyet vermesi nedeniyle uzman dis hekimi
tarafindan ¢ekim karar1 verilmis yirmi yas dislerinin cekimi Istanbul Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Digs-Cene Cerrahisi Anabilim Dali’nda gerceklestirilecektir.
Bu islem Agiz, Dis-Cene Cerrahisi kliniklerinde uygulanan rutin bir islemdir ve siklikla
uygulanmaktadir. Higbir hastadan 6zellikle ¢alismada kullanilmak amaciyla dis ¢ekimi
yapilmasit durumu séz konusu degildir. Bu c¢alismaya katilip katilmamaniz tamamen

sizin kendi iradeniz ile vereceginiz karara baghdir.
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1. Potansiyel Risk ve Sorunlar
Arastirmada uzman dis hekimi tarafindan ¢ekim karar1 verilmis yirmi yas disleri ¢ekim
sonrasinda hastanin izni alinarak kullanilacaktir. Bu nedenle ¢calismada herhangi bir risk

s0z konusu degildir.

2. Katilmin Siiresi
Uzman dis hekimi tarafindan ¢ekim karar1 verilmis yirmi yas disleri ¢ekim sonrasinda

hastanin iznini takiben alinacaktir. Herhangi bir katilim siiresi s6z konusu degildir.

3. Hastalarin olasi yararlar:
Ayrintili agiz ici muayene sonrast agiz hijyeninin iyilestirilmesine ve koruyucu
tedavilere yonelik bilgilendirmeler yapilacak, tedavi gereksinimi varsa bununla ilgili

bilgi verilecek ve gerekli yonlendirmeler yapilacaktir.

4. Gizlilik
Bu konudaki tiim kayitlar gizli tutulacaktir. Herhangi bir yayinda isminiz

gecmeyecektir.

5. Kurumumuzun Sorumluluk Simirlar
Herhangi bir fiziksel yaralanma olugmamasi i¢in gereken her tiirlii 6zen ve hassasiyet
gosterilecektir. Muayene islemleri esnasinda olusacak herhangi bir fiziksel travmadan
dolay1 kurumumuz sorumluluk kabul etmemektedir. Fakat olusacak zararlar konusunda

yardimci olmak i¢in elimizden gelen gayret gosterilecektir.

6. Calismadan Cikmak
Istediginiz takdirde baslangicta calismaya katilmayr red edebilirsiniz. Istediginiz
takdirde dnceden arastirmaciya haber vererek ¢alisma kapsami disinda kalabileceginiz
gibi arastirmaci tarafindan gerek goriildiigiinde arastirma dis1 da birakilabilirsiniz.
Calisma kapsami disinda kalmaniz Dis hekimligi Fakiiltesinin tedavi hizmetlerinden

yararlanmanizi etkilemeyecektir.
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7. Mali Sorumluluk
Katilimei, aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmeyecektir. Ayrica katilimciya da bir 6deme yapilmayacaktir.

8. Sorularmiz
Calisma ile ilgili sorulariniz en kisa siirede yanitlanacaktir. Sorularmizi dogrudan Dt.
Ozge Atikler’e sorabileceginiz gibi gerekirse 0-212-414 20 20 - 30400 no’lu telefonu da

kullanabilirsiniz.

Bu proje Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik Kurul komitesi tarafindan
incelenmis ve onaylanmistir. Bu proje ile ilgili sorulariniz gerekirse 6nceden telefon ile

randevu alarak komiteye de yoneltebilirsiniz.

KATILIMCININ BEYANI

Sayin Dt. Ozge Atikler tarafindan Istanbul Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi
Pedodonti Anabilim Dali’nda da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma
ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya

“katilimer” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi1 gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma

dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle

meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
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tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli gilivence wverildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dt. Ozge
Atikler’i 0532 564 02 33 no’lu telefondan ve Pedodonti Anabilim Dali

Capa/istanbul’dan arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 ge¢en bu arastirma projesinde “katilime1” (denek)
olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
gontilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Arastirma kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin;
1 Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
[ lleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

'] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
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GONULLU ONAM FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi-soyadi:
Imzast:
Adresi:
Tel:

Faks:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
Adi-soyadr:
Imzasi:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi-soyadt:
Imzast:
Gorevi:
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ETiK KURUL KARARI

TC
iSTANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi : 893 Tarih : 02.06.2014

Konu : Dog.Dr.Elif Bahar TUNA INCE

Sayin Dog.Dr.Elif Bahar TUNA INCE
Dis Hekimligi Fakiiltesi

ilgi :Dis Hekimligi Fakiiltesinin 02/05/2014 giin ve 861-2943 sayih yazisi

Sorumlu arastiricihgini tstlendiginiz ve Dt.Ozge ATIKLER'in yuritecegi 2014/784 dosya numarali
"Yiksek Molekil Agirlikli Hyaluronik Asitin Insan Pulpa Hucreleri Uzerine Sitotoksik Etkisinin Ve Alkalen
Fosfataz Aktivitesinin Incelenmesi" baslikli galisma kurulumuzun 23/05/2014 tarih ve 10 sayili sayili
toplantisinda gérisulerek etik yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

v

Prof.Dr. A. Yagiz URESIN
istanbul Tip Fakiittesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalan Etik Kurulu Karar Formu





