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HERS Hertwing epitel kin1

MTA Mineral trioksit agregat

RET Rejeneratif endodontik tedavi

SCAP Apikal papilla kok hiicreleri

iPAPC Inflamatuar periapikal progenitér hiicreler
DFSC Dis folikdilii kok hiicreleri

DPSC Dis pulpas1 kok hiicreleri

PDLSC Periodontal ligament kok hiicreleri
BMSC Kemik iligi kok hiicreleri

TGPC Dis germ progenitor hiicreleri

SGSC Tiikiiriik bezi kok hiicreleri

SHED Siit dislerinden elde edilen kok hiicreler
OESC Oral epitelyal kok hiicreleri

GMSC Diseti kaynakli mezenkimal kok hiicreler
PSC Periosttan elde edilen kok hiicreler
MSC Mezenkimal kok hiicre

FACS Floresan antikor hiicre siniflandirmasi
TGF-Beta Transforme edici biiyiime faktorii beta
BMP Kemik morfojenik proteinlerinden
IGF-1 Insiilini benzeri biiyiime faktorii-1
VEGF Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
PDGF Platelet kokenli biiytime Faktorii

PRP Trombositten zengin plazma

ECGF Epitelyal hiicre biiyiime faktorii

EGF Epidermal Biiyiime Faktorii
PLGA-PEG Polilakti-ko-glikolik asit-polietilenglikol
MTA Mineral trioksit agregat

PBS Fosfat tamponlu salin

SiOz, Silikon Dioksit

CaO, Kalsiyum Oksit

MgO, Magnezyum OKksit

K2SO4 Potasyum Siilfat

Na2SOa4 Sodyum Siilfat

PC Portland ¢imentosu

3Ca0-S8i02  Trikalsiyum Silikat

2Ca0-8i02  Dikalsiyum Silikat
WMTA Beyaz mineral trioksit agregat
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OZET

TRIKALSIYUM SILIKAT ESASLI SIMANLARIN APiKAL PAPILLA
KOK HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKIiSi

Bu tez c¢alismasinin amact trikalsiyum silikat esasli simanlarin apikal papilla kok
hiicrelerine (SCAP) etkisinin sitotoksisite ve odontojenik farklilasma agisindan
degerlendirilmesidir.

Trikalsiyum silikat igerikli olan ProRoot WMTA (Dentsply Tulsa Dental Specialties,
Johnson City, TN, ABD), Neo MTA Plus (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL), Pd MTA
White (Produits Dentaires SA, Isvicre) simanlardan 5x2 boyutunda diskler elde edildi
(n=3). Apeksi agik c¢ekilmis yirmi yas dislerinden SCAP hiicreleri Kkiiltiire edildi.
Simanlarin SCAP {izerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmek igin MTS (5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil tiyazol)-3-(4-siilfofenil) tetrazolyum) yontemi
kullanildi. Ayrica odontojenik farklilasma i¢in alkalin fosfataz aktivitesi degerlendirildi.
PCR yontemi ile OCN (Osteokalsin), collAl (kollajen 1), RUNX2 (Runt-related
transcription factor2) gen ekspresyonlari incelendi. Sert doku olusumunun gorsel olarak
degerlendirilmesi amaciyla Alizarin Red boyama yapild:. Istatistiksel analiz tek yonlii
varyans analizi ve ardindan GraphPad Prism 5 yazilimi kullanilarak ¢oklu karsilagtirma
Anova Tukey testi kullanilarak yapildi. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik

diizeyi olarak 0,05 kullanild1 ve p<0,05 olmasi durumunda anlamli farkliligin oldugu
kabul edildi.

Sitotoksisite 1., 4., 7. ve 14. giinlerde MTS yontemi ile test edildi. 1. ve 4. giinlerde
istatistiksel olarak anlaml farklilik gézlenmedi. 7. ve 14. Giin ProRoot WMTA ile Neo
MTA Plus gruplarinin kontrol grubuna gore canlilik iizerinde etkisinde anlamli farklilik
gozlenmezken; Pd MTA White grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii
(p<0,05). MTA ¢esitleri arasinda en diisiik ALP aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
diizeyde Pd MTA White grubunda oldugu tespit edildi (p<0,05). Odontojenik farklilagsma
konusunda aktif olmas1 beklenen {i¢ farkli gende de Neo MTA Plus, Pd MTA White ve
ProRoot WMTA gruplarinda ekspresyon gozlendi. Tiim MTA gesitleri negatif kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). Calismada
incelenen tiim MTA gruplarinda kalsifiye odaklar Alizarin Red boyama ile izlendi.

Yapilan bu in vitro ¢alismanin bulgular1 géz oniine alindiginda trikalsiyum silikat esash
bu iic MTA’nin SCAP iizerinde farkli sitotoksik ve odontojenik farklilagma etkileri
oldugu goriilmiistiir. Farkli trikalsiyum silikat esasli simanlarin, ¢esitli ve birbirini
destekleyen yontemlerle hem in vivo hem de in vitro ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: MTA, MTS, Sitotoksisite, Odontojenik farklilasma
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SUMMARY

EFFECTS OF TRICALCIUM SILICATE BASED CEMENTS
ON APICAL PAPILLA STEM CELL SURVIVE

The purpose of this thesis is to evaluate the effect of tricalcium silicate based cements on
apical papilla stem cells (SCAP) in terms of cytotoxicity and odontogenic differentiation.

5x2 discs were obtained from ProRoot WMTA (Dentsply Tulsa Dental Specialties,
Johnson City, TN, USA), Neo MTA Plus (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL), Pd MTA
White (Produits Dentaires SA, Switzerland) cements containing tricalcium silicate ( n=3).
SCAP cells were cultured from wisdom teeth with open apex. The MTS (5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethyl  thiazole)-3-(4-sulphophenyl)  tetrazolium)
method was used to evaluate the cytotoxic effect of cements on SCAP. Also, alkaline
phosphatase activity was surveyed for odontogenic differentiation. Osteocalcin (OCN),
Type | collagen (Col1Al1), RUNX2 (Runt-related transcription factor2) gene expressions
were analyzed by PCR method. Alizarin Red staining was performed for the visualization
of hard tissue formation. The statistical analysis was performed using one-way analysis of
variance followed by multiple comparison Anova Tukey test using GraphPad Prism 5
software. In all statistical evaluations, 0.05 was used as the level of significance and
accepted that there was a significant difference when test results indicated p<0.05 .

Cytotoxicity was tested on the 1st, 4th, 7th and 14th days by the MTS method. No
statistically significant difference was observed on the 1st and 4th days. While there was
no significant difference at the effect of ProRoot WMTA and Neo MTA Plus groups on
viability compared to the control group; a statistically significant decrease was observed
in the Pd MTA White group (p<0.05) at 7th and 14th days. Among the MTA varieties, the
lowest ALP activity was found to be statistically significant in the Pd MTA White group
(p<0.05). Expression of three different genes which were expected to be active in
odontogenic differentiation was observed in Neo MTA Plus, Pd MTA White and ProRoot
WMTA groups. All MTA varieties were found to be statistically significantly higher than
the negative control group (p<0.05). In all MTA groups which were examined in the study,
calcium deposits observed with the method Alizarin Red staining.

Considering the findings of this in vitro study, it was observed that these three tricalcium
silicate-based MTAs had different cytotoxic and odontogenic differentiation effects on
SCAP. There is a need for further studies of different tricalcium silicate based cements,
both in vivo and in vitro, with various and mutually supportive methods.

Keywords: MTA, MTS, Cytotoxicity, Odontogenic differentiation
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1.GIRIS ve AMAC

Dis gelisimi; tomurcuk, takke, can asamalarini, dis kokii gelisimini ve dis

slirmesini iceren karmasik bir fizyolojik siiregtir [1, 2].

Dis epiteli ve noral krest kaynakli mezenkimal hiicreler arasindaki etkilesim dis
gelisimi i¢in gereklidir. Kuron olusumu neredeyse tamamlandiktan sonra, Hertwing epitel
kin1 (HERS) adi verilen epitel kilifinin ¢ift tabakasinin rehberliginde dis kokii gelismeye
baglar. HERS, dis ve i¢ mine epitelinden olusur ve apikal yonde biiyiir [3].

Olgunlasmamis (immatiir) dislerde pulpa nekrozu meydana geldiginde kok
gelisimi durur ve apikal kapanma saglanamaz. Bu durumda kanal tedavisi yapmak,
kanalin boyutu, ince ve kirllgan dentin duvarlar1 ve genis agik apeks nedeniyle zor bir
durumdur [4].

Olgunlasmamis disin pulpa nekrozu tedavisinde amag, apikal periodontitis
olusumunu Onlemek veya iyilestirmek, devam eden kok gelisimini tesvik etmek ve
Ozellikle hem immiinolojik hem de duyusal perspektiflerden pulpal dokusunun
fonksiyonel yeterliligini geri kazandirmaktir [5]. Ne yazik ki, alternatif prosediirler
(6rnegin implantlar), bu geng hastalarda hala biiyliyen kraniyofasiyal iskelet nedeniyle
siklikla kontrendikedir [6].

Nekrotik pulpali/apikal periodontitisli kok ucu kapanmamis (immatiir) kalici
disler, geleneksel olarak kok kanal dolgusundan 6nce apikal sert doku bariyeri olusumunu
indiiklemek i¢in kalsiyum hidroksit(KH) kullanilarak ¢oklu seanslarla ya da apikalde
mineral trioksit agregat (MTA) tikaglan ile tek seansta apeksifikasyon prosediirleriyle
tedavi edilmektedir [7].

Immatiir kalic1 dislerin uzun siireli kalsiyum hidroksit tedavisi, kok kirig1 riskini

arttirmaktadir  [8]. Apikaldeki agikligin  MTA ile tikaglanmasi tedavi siiresini



kisaltabilmektedir [7]. Kalsiyum hidroksit apeksifikasyonunun ve apikal MTA tikacinin
tedavi basaris1 benzerdir. Apeksifikasyon prosediirlerinin kanal boslugundaki nekroze
dokunun canliligin1 geri kazanma ve kok olgunlagsmasimi (kok kanal duvarlarinin

kalinlasmasi ve/veya apikal kapanma) destekleme potansiyeli bulunmamaktadir [4].

Dis hekimliginde rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarinda caligmalarin
yapilmasi ile, rejeneratif endodontik prosediirlerin rutin klinik uygulama olabilmesi igin

prosediirler ve protokoller gelistirmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir [9].

Bu c¢alismalar dogrultusunda rejeneratif endodontik tedavi prosediirii
olusturulmustur ve gelismeye devam etmektedir. Kok kanalinda rejenerasyonu saglamak
icin temizlenen kok kanalina kok hiicrelerin yerlestirilmesi sonrasi kanal agizlar
trikalsiyum silikat igerikli simanlar ile kapatilmaktadir [10]. Yaptigimiz ¢aligmada
rejeneratif endodontik tedavide apikal papilla kok hiicreleri ile temasta bulunan ti¢ farkl
MTA ¢esidinin (ProRoot WMTA, Neo MTA Plus, Pd MTA White) sitotoksik etkilerini
incelemek amaglanmistir. Piyasada kolay bulunabilir bir MTA ¢esidi olmasina ragmen Pd
MTA White ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Pd MTA White ‘in
diger MTA ¢esitleri ile siotoksite ve sert doku olusumuna etkisini karsilastirmak da
caligmanin amaglarindandir. MTA ¢esitlerinin odontojenik farklilasmaya olan etkileri
alkalin fosfataz aktivitesi ve tip I kollajen, osteokalsin, Runt ile iliskili transkripsiyon

faktorii (RUNX?2) genleri lizerindeki ekspresyon seviyeleri diizeyinde incelenmistir.



2.GENEL BILGILER

Rejeneratif endodontik tedavi (RET), nekrotik pulpali immatiir daimi dislerin
enfeksiyon, travma veya gelisimsel anomalisi nedeniyle hasar géren pulpa-dentin
kompleksini yenilemeyi amaglayan biyoloji temelli tedavi yontemidir [10]. Bu tedavi
yonteminin temel amaci, apikal dokularda 6nceden var olan kok hiicrelerden rejenerasyon
yaparak veya uzaktaki kok hiicreleri dezenfekte edilmis kok kanalina yerlestirerek, pulpa
veya pulpa benzeri dokuya farklilagmalarini kolaylastiracak kosullar saglayarak pulpanin

islevini eski haline getirmektir [11].

Nygard Ostby kok kanali dezenfekte edildikten sonra, disin periapeksindeki kok

hiicrelerin yeni doku olusumu igin iskele gorevi gorebilecegini gostermistir.[12].

1993-2007 doneminde doku miihendisligi alaninda onemli gelismeler elde
edilmistir [13]. Doku miihendisligi, biyoloji ve miihendislik alanlarin1 doku onarimi
yerine doku rejenerasyonuna odaklanan bir disipline entegre etmektedir. Doku
rejenerasyonu meydana gelmesi i¢in su unsurlar gerekmektedir: Hedeflenen dokuya

uygun bir kdk/progenitor hiicre kaynagi, bliylime faktorleri ve yapi iskeleleri [6].

2.1 KoKk hiicreler

Kok hiicreler pluripotent ve multipotent hiicreler olarak siniflandirilmaktadir.
Pluripotent kok hiicreler, {i¢ germ tabakasina (endoderm, mezoderm, ektoderm) ait
0zellesmis hiicreler olma kapasitesine sahiptir. Multipotent kok hiicreler de farklilasma
kapasitesine sahiptir, ancak yalnizca tiiretildikleri dokunun 6zel hiicrelerine doniisiirler.
Gergek pluripotent kok hiicreler yalnizca gelismekte olan embriyoda veya somatik

hiicrelerin pluripotent kok hiicrelere indiiksiyonu sonrasinda goriilmektedir [14].



Oral bolgedeki dokularda farkli kdk hiicre popiilasyonlar: tantmlanmaistir. Bunlar
arasinda apikal papilla kok hiicreleri (SCAP), inflamatuar periapikal progenitdr hiicreler
(IPAPC), dis folikiilii kok hiicreleri (DFSC), dis pulpasi kok hiicreleri (DPSC),
periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSC), kemik iligi kok hiicreleri (BMSC), dis germ
progenitdr hiicreleri (TGPC), tiikiiriik bezi kok hiicreleri (SGSC), dokiilen siit diglerinden
elde dilen kok hiicreler (SHED), oral epitelyal kok hiicreleri (OESC), diseti kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (GMSC) ve periosttan elde edilen kok hiicreler (PSC) bulunur
[15, 16].

Apikal papilla ve onun yerlesik kok hiicreleri (SCAP) ilk olarak 2006 yilinda
tamimlanmistir [17]. Apikal papilla, bliyiik proliferatif ve odontojenik farklilagsma
kapasitesine sahip farklilasmamis mezenkimal kok hiicre (MSC)' lerin yogun bir
rezervuaridir [18, 19]. SCAP, Hertwing epitelyal kok kilifi tarafindan, kok gelisimini ve
seklini belirleyen bir dizi karmasik epitelyal-mezenkimal etkilesim yoluyla
diizenlenmektedir. Ayrica, apikal papillanin kok kanal boslugu ile siireklilik i¢inde
dislerin apekslerine yakinligi, bu zengin kok hiicre kaynagini RET icin hazir hale
getirmektedir [20]. 2011 yilinda rejeneratif islemlerde uyarilmis kanama basamagini
takiben mezenkimal kok hiicre varligini degerlendirmek icin bir ¢alisma yapilmistir.
Rejeneratif prosediirler sirasinda kok kanallarina 6nemli miktarda mezenkimal kok hiicre
akist oldugu ve bunun MSC belirteclerinin ekspresyonunda 700 kattan fazla bir artisa
neden oldugu bulunmustur. Bu hiicreler klinik 6rneklerden toplanabilir ve es odakli
mikroskop altinda incelenebilmektedir. Bu calisma RET'lerin kok hiicre temelli tedaviler

oldugunu gostermektedir [21].

Komsu dis pulpasina kiyasla apikal papilladaki kan damarlarinin nispeten diisiik
yogunlukta olmasina ragmen, apikal papillay1 ¢evreleyen dis folikiiliinde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Bu vaskiilarize bolge SCAP'ye besin saglamak igin kilcal bir yatak gorevi
gormektedir. SCAP, dental folikiil gibi apikal ¢cevre dokulardan ve apikal periodontitiste
bulunan ¢ok vaskiilarize graniillomatéz dokudan difiizyon yoluyla besin ve oksijen alma
yetenegine sahiptir. Ayrica hipoksik ortamlarin dental kok hiicrelerin proliferasyonunu,

hayatta kalmasini ve anjiyojenik potansiyelini arttirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle, SCAP
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ve cevresindeki kok hiicrelerin, apikal periodontitis ve apikal apseler gibi olumsuz
kosullarda hayatta kalmak ve farklilagma potansiyellerini siirdiirmek iizere donatildigi

goriilmektedir [22-25].

Apikal papilla kok hiicreleri de gelismekte olan insan daimi dislerinin apeksinde
bulunan yumusak dokudan izole edilmektedir. DPSC'ler tarafindan sergilenen potansiyele
benzer sekilde, SCAP in vitro olarak odontoblastlara, sementoblast benzeri hiicrelere,
adipositlere ve bag dokusuna farklilasabilmektedir [17]. Hayvan modellerini kullanan in
vivo ¢aligmalar, SCAP'nin odontojenik kapasitesini ortaya ¢ikarmistir [18]. DPSC'ler ile
karsilagtirildiginda, SCAP geligmis proliferasyon oranlar1 ve mineralizasyon potansiyeli
sergilemektedir [26]. DPSC'ler ve SCAP, ¢ekim endikasyonu olan kalici dislerden elde
edilebilir. SHED, diisme zaman1 gelen siit diglerinden minimal invaziv islemler ile elde
edilebilir, bu da onlar1 nispeten zengin bir MSC kaynag1 yapar ve kolay erisilebilir otolog
bir hiicre kaynagi sunar. Toplu olarak, tiim bu kok hiicreler dis dokusu miithendisligi i¢in,

ozellikle dentin/pulpa doku rejenerasyonu alaninda potansiyel gostermektedir [27].

2.1.1 Karakterizasyon

MSC'leri tanimlamak i¢in gereken minimum kriterleri tanimlayan bir bildiri

yayinlanmustir. Bu kriterler [28]:

» Hiicrelerin plastige yapismasi ve kiiltiire edildiginde fibroblast benzeri

morfolojiye sahip koloniler olusturmasi gerekmektedir.

* Yiizey belirtecleri arasinda CD45 ifadesi eksik olmali; CD105, CD73 ve
CD90 bulunmalidir.

= Farklilasma kapasiteleri igin, MSC'ler in vitro olarak osteoblastlara,

kondroblastlara ve adipositlere farklilagabilmelidir.

Kok hiicreler, yaygin olarak kullanilan dort teknikle karigik hiicre popiilasyonlarindan

tanimlanip izole edilmektedir:



1. Hiicrelerin spesifik antikor belirtecleri ile boyanmasi ve floresan antikor hiicre

siiflandirmasi (FACS) adi verilen bir islemde bir akis sitometresi kullanilmast;
2. immﬁnomanyetik boncuk kullanimi;
3. Immiinohistokimyasal boyama;

4. Fenotip, kemotaksis, proliferasyon, farklilagma ve mineralizasyon aktivitesi dahil

fizyolojik ve histolojik kriterler.

FACS, protein belirteci CD34 ile birlikte, CD34 eksprese eden insan kok
hiicrelerini periferik kandan, gobek kordonu kanindan ve hiicre kiiltiirlerinden ayirmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir [29]. Farkli kok hiicre tiirleri, genellikle zarlarinda
farkli proteinler bulunmaktadir ve bu nedenle ayn1 kok hiicre protein belirteci tarafindan
tanimlanmaz. En ¢ok calisilan dis kok hiicreleri pulpal kok hiicrelerdir. Dental pulpa kok
hiicreleri, von Willebrand faktorii CD 146, alfa diiz kas aktin ve 3G5 proteinlerini eksprese
etmektedir[30]. Dental pulpa kok hiicreleri ayrica spesifik proliferasyon, farklilasma ve

mineralize edici aktivite paternleri olan bir fibroblast fenotipine sahiptir [31].

2.2 Biiyiime faktorleri

Biiytime faktorleri, hiicre lizerindeki reseptorlere baglanan ve hiicresel ¢ogalma
ve/veya farklilasmay1 indiikleyen proteinlerdir [32]. Birgok biiyiime faktorii olduk¢a gok
yonlidiir, cok sayida hiicre tipinde hiicresel boliinmeyi uyarir, digerleri ise daha hiicreye
ozgidir [33]. Kok hiicre ve doku miihendisligi tedavilerinin bir parcasi olarak
kullanilabilecek belirli islevlere sahip ¢esitli biiyiime faktorleri tanimlanmigtir [34-36].
Proliferasyon hizini artirmak, hiicrelerin baska bir doku tipine farklilasmasini indiiklemek,
mineralize matrisi sentezlemek ve salgilamak i¢in uyarmak gibi bir¢ok kok hiicre

aktivitesini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir [37, 38].

Dentin, doku yanitlarim1 uyarabilen bir¢cok protein igerir. Dis dokularinin

demineralizasyonu, kavite asindirma ajanlarinin, restoratif materyallerin ve hatta
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ciiriklerin uygulanmasinin ardindan biiylime faktorlerinin salinmasina neden olmaktadir
[39]. Kalsiyum hidroksitin terapotik etkisinin 6nemli bir kismi, biiyiime faktorlerinin
dentin matrisinden salinmasini saglamaktir [40]. Serbest salinimdan sonra, bu biiylime
faktorleri, pulpa-dentin onariminin bir yaniti olan {i¢iinciil dentinogenezin bir¢ok olayinin

sinyalizasyonunda anahtar rol oynamaktadir [41, 42].

Biiytime faktorleri, 6zellikle transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF- B),
odontoblast farklilagsmasi igin hiicresel sinyallesmede ve dentin matriks sekresyonunun
uyarilmasinda etkili olmaktadir. Bu biiyiime faktdrleri odontoblastlar tarafindan
salgilanmaktadir ve dentin matrisinin i¢inde birikir ve burada dentin matrisinin diger
bilesenleri ile etkilesim yoluyla aktif bir formda korunmaktadir [43, 44]. Saflastirilmis
dentin protein fraksiyonlarinin eklenmesi, ii¢linciil dentin matrisi sekresyonunda bir artisi

uyarmaktadir [45].

Dis gelisiminde ve rejenerasyonda bir diger 6nemli bitytime faktorii grubu, kemik
morfojenik proteinlerinden (BMP) olusmaktadir [45, 46]. Rekombinant insan BMP2'si,
kiiltiirde yetiskin pulpa kok hiicrelerinin bir odontoblastoid morfolojisine farklilagmasini
uyarmaktadir [47-49]. TGF- B 1-3 ve BMP7'nin benzer etkileri bulunmaktadir [50, 51].
Rekombinant BMP 2, 4 ve 7 in vivo olarak onarici dentin olusumunu indiiklemektedir
[52, 53]. Rekombinant insan insiilini benzeri biiyiime faktori-1(IGF-1)'in kollajen ile
birlikte uygulanmasinin, dentin kopriisii olusturmay1 ve tiibiiler dentin olusumunu
indiikledigi bulunmustur. Bu, pulpa kuafajindan 6nce biiylime faktorlerinin eklenmesi
veya dentin ve pulpa rejenerasyonunu uyarmak i¢in bu faktorleri restoratif ve endodontik

materyallere dahil etme potansiyelini gostermektedir [54].

2.3 iskele

SCAP'in hayatta kalmasinm1 ve farklilasmasini1 desteklemesi i¢in, kok kanalinin
fiziksel ve biyokimyasal mikro ortamini taklit edecek bir iskele tedavi icin gerekli

faktorlerden biridir. Bu iskeleler uygun bir sekilde sunulan biiytime faktorlerini ve diger



biyoaktif molekiilleri icermelidir. Ayrica SCAP yapismasini ve gogiinii destekleyen hiicre
dis1t matrisi de igermelidir. Bu sekilde doku rejenerasyonu igin bir sablon gorevi gormesi
amaglanmaktadir [55]. TGF- B1, BMP-2, VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)
ve PDGF (Platelet Kokenli Biiylime Faktorii) gibi biiylime faktorlerini igeren yapi

iskeleleri ayrica odontojenik farklilagsmay1 ve pulpal revaskiilarizasyonu destekler [56].

Birkag ¢alisma, bir iskele yoklugunun, SCAPnin kok kanal sistemine girmesini ve
canli hiicrelerin kanal duvarlarina yapismasini engelledigini ve bu nedenle pulpa-dentin
kompleksini yenilenmedigini belirlemistir. Bu durum, basarili bir RET'e sahip olmak i¢in
doku biiyiimesinde sablon olarak hizmet etmek {lizere bir SCAP iskelesinin gerekliligini

acikca gostermektedir [57, 58].

SCAP'1in hayatta kalmasmi ve c¢ogalmasini desteklemek i¢in uygun bir iskele

secilirken, sunlar dikkate alinmalidir [55, 59]:

a. Biyouyumlu olmali; SCAP canliligini ve odontojenik farklilagmay1
desteklemeli ve biyolojik olarak konaga zarar vermeyen {riinlere

doniismelidir;

b. Hiicre gogiline, vaskiilarizasyona ve ayrica besinlerin ve atiklarin
yayilmasina izin vermek i¢in yeterli, kontrol edilebilir gozeneklilige sahip

yapist olmaly;

C. Etkilenen disin konumuna ve anatomisine uygun mekanik ozellik
gostermeli;
d. Biyolojik olarak ¢oziinebilir olmali, 6yle ki olgun hiicreler yap1 iskelesinin

tamamen yerini alabilmelidir. Sert doku olusumu RET'in bir hedefi olsa
da, dentinin yiiksek mineral icerigi ve kirilmaya kars1 direnci artiran tistiin

fiziksel 6zellikleri nedeniyle dentin olusumu semente tercih edilmektedir.

e. Klinik uygulanabilir olmasi i¢in, endodontik bir biyomateryal, hastalar ve

dis hekimleri i¢in uygun maliyette olmalidir [60].



Kanamanin indiiklenmesi ve Kanal i¢i kan pihtis1 olusumu ile iskele elde edilmesi
rejeneratif endodontide kullanilan giincel bir prosediirdiir [61]. Apeksleri agik immatiir
dislerde, indiiklenmis kanama, SCAP"n disin periradikiiler dokularindan apikal foramen
yoluyla kok kanal bosluguna iletilmesiyle sonuglanir ve bdylece yabanci kok hiicre
enjekte etme ihtiyacini ortadan kaldirir [57]. Indiiklenmis kanama ayrica endojen
hemostatik faktorlerin kanal bosluguna girmesine ve SCAP'nin hayatta kalmasi ve
bliyiimesi i¢in gerekli siirecleri destekleyen bir fibrin olusturmasina izin verir. Kanal i¢i
kan pihtisinin avantajlari, SCAP gogiinii, farklilasmasini, vaskiilarizasyonunu ve doku
rejenerasyonunu desteklemek icin gerekli biiylime faktorlerini iceren capraz baglh
fibrinden olusan otolog bir yap1 iskelesi saglamasi ve bir yabanci cisim tepkisine neden

olmamasidir [58, 61, 62].

Kanal i¢i kan pihtilarinin kullanimimi karmasiklastiran zorluklar arasinda, kok
hiicrenin kanal bosluguna diizensiz girisinin bir sonucu olarak kararsizliklart ve
ongoriilemeyen klinik sonuclar1 ile bazi hastalarda kanama ve hemostaz baslatmadaki
zorluklar yer almaktadir [62]. Bu olumsuzluklara engel olmak ve daha tutarli, etkili yap1
iskeleleri i¢in gesitli arastirmalar yapilmaktadir. Bununla birlikte, kanal i¢i kan pihtisinin
son derece elverisli ve klinik olarak uygulanabilir 6zellikleri g6z Oniine alindiginda,
giivenilirligini artirmak i¢in stratejilerin arastirilmasi, bu iskeleyi RET igin altin standart

olarak giivence altina almaktadir [60].

Endodontik iskelelerin, 6nceden form verilmis veya enjekte edilebilir ¢esitleri de
gelistirilmektedir. Onceden form verilmis iskeleler, hedef konumda sabitlendiginde sabit
kalan kesin ii¢ boyutlu yapiya sahipken, enjekte edilebilir iskelelerin uyumlu yapist,
iskelenin varis yerinin anatomisine tam olarak uymasina izin verir. Enjekte edilebilir yap1
iskelelerinin akiskanligi, pulpa-dentin rejenerasyonu baglaminda, kok kanal boslugunun
diizensiz topolojisine uyum saglama konusundaki kritik yetenekleri dahil olmak {izere,
onceden form verilmis yap1 iskelelerine gore bir dizi avantaj sunar. Enjekte edilmeden
once SCAP ile karistirllma kapasiteleri, sinyal molekiillerine maruz kalmayi, hiicre
yapismasinit ve diger siireglerin baslatilmasini kolaylastirir. Bununla birlikte, endojen

hiicreleri kanal bosluguna toplayan hiicresiz endodontik biyomateryaller, dis hekimliginde



heniiz rutin olmayan rejeneratif hiicre izolasyonu, kok hiicre bankasinin aktif olmayisi ve
kok kanalina yerlestirme gibi engellerden dolayi klinik olarak daha az tercih edilmektedir
[59, 60].

Trombositten zengin plazma (PRP), hem rejeneratif endodonti hem de diger
cerrahi doku rejenerasyon prosediirlerinde sayisiz in vitro ve klinik ¢alismada kullanilan

otolog enjekte edilebilir bir iskeleyi temsil etmektedir [57, 58, 60, 63].

Artan sayida trombosit, SCAP biiyiime ve ¢ogalma oranlarmni artiran ve doku
rejenerasyon silirecini hizlandiran degraniilasyon yoluyla salinan daha biiyiik miktarda
biiytime faktorii ile sonuglanmaktadir [58, 63]. Bu biiyiime faktorleri, timi
revaskiilarizasyonun uyarilmasina yardimci olan ve hiicre proliferasyonunu artiran PDGF,
TGF- B, IGF, VEGF, Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) ve Epitelyal Hiicre Biiylime
Faktorii (ECGF) icermektedir [57]. Bunlar doku rejenerasyonunun kritik unsurlaridir ve
PRP iskelesinin etkili olmasina katkida bulunur. PRP yap1 iskeleleri ile gozlenen klinik
basarinin, bu biiytime faktorlerinin, SCAP gibi periapikal bolgede bulunan kok hiicreleri
cekmede ve kok kanal bosluguna goclerini kolaylastirmada oynadigi rolden
kaynaklanmaktadir [64]. PRP'nin faydalari, basarili bir RET i¢in temel olan yiiksek
anjiyogenez ve revaskiilarizasyona izin vermesidir. Ayrica PRP, yabanci cisim tepkisi ve
patojen gecisinden kaginmasi ve sentetik yapi iskelelerine gore uygun maliyetli

uygulamasinin yani sira servikal sizdirmazligi da saglayan bir iskeledir [65].

PRP iskelesinin kanal disindan elde edilip kanala enjeksiyonunun RET’te
kullanilmasi ile kanal i¢i kan pihtisinin iskele olarak kullanilmasi benzer klinik sonuglar
vermektedir. Iki yontem de apikal bir kanamanin indiiklenmesini 6nleyerek daha az kok
kanal obliterasyonu riski igermektedir. Ancak PRP iskelesinin kullanimi, kan alma
islemine uymayan pediatrik hastalardan kan alimi zorlugu, klinikte PRP'yi islemek igin
gerekli ek ekipman ve reaktifler gerektirmesi ve bilesimindeki degiskenlik nedeniyle
simirhidir [57, 63, 66].

Konak kaynakli yap1 iskelelerine daha ongdriilebilir bir alternatif saglamak i¢in,
SCAP"in kok kanal bosluguna verilmesi ve doku rejenerasyonu i¢in dogal olarak tiiretilen

¢ok sayida biyomateryal gelistirilmistir. Bu iskeleler arasinda aljinat, hyaluronik asit ve
10



tirevleri ve kitosan bulunur. Dogal olarak tiiretilen yapi iskeleleri, hiicre tanima ve
tutunmaya yardimci olan sinyal molekiilleri gibi cesitli avantajlar sunar [59]. Bununla
birlikte, dogal kaynakli iiriinlerin kullanimi, patojen bulasma olasiligi, yabanci cisim
tepkisi, zayif mekanik 6zellikler ve iirtin degiskenligi sebebi ile kullanimi sinirlidir [55,
59].

Dogal polimer kollajen, dis pulpasinda ve onu orten dentin matriksinde en bol
bulunan bilesendir [67]. Dentin matriksindeki Tip I kollajen, kalsifikasyon i¢in odak
noktalar1 saglar ve dogal doku ile biyolojik uyumlulugunun yan sira diisiik antijenik
ozellik gostermektedir. Bu sebeple iskele olarak kullanilabilmektedir[68]. Kollajen,
preodontoblastlarin organizasyonunu ve yeni olusturulan odontoblastlarin dis pulpasina
yapismasini indiikleyerek dentinogenez icin bir ¢er¢eve olusturmaktadir. iskeleye ekilen
kok hiicrelerin farklilagmasi tizerindeki kollajenin indiiktif potansiyeli, doku mithendisligi
icin 6nemli Ol¢lide avantajli ortam olusturmaktadir [69]. Sakai ve arkadaslari insan siit
dislerinden alinan kok hiicrelerin, bir kollajen matriste kiiltiirlendikten sonra kendilerini
kapiller benzeri mikrodamarlar halinde sekillendirdigini agiklamaktadir [70]. Ayrica, in
vitro ve in vivo yapilan ¢ok sayida ¢alisma, kollajen siinger ve jel iskelelerinin dis pulpasi
kok hiicrelerinin (DPSC) ¢ogalmasina ve bu kok hiicrelerin  odontoblastlara
farklilasmasina ve ayrica sert doku sentezine yardimci oldugunu gostermistir. Bu durum

kollagen siinger ve jellerin iskele i¢in uygun bir malzeme oldugunu gostermektedir [67,
71,72].

Birkag sentetik yap1 iskelesi, SCAP'ten dentin-pulpa dokusunun rejenerasyonu
icin potansiyel adaylar olarak incelenmistir ve esas olarak hidrojel formundadir. SCAP
dagitimi i¢in aragtirilan sentetik yapi iskeleleri arasinda nanolifli mikro kiireler, hidrojeller
ve polilakti-ko-glikolik asit-polietilenglikol (PLGA-PEG) nanopargaciklari bulunur. Bu
biyomalzemeler patojenleri bulastirma riskinden kaginir, istenen bir bagisiklik tepkisini
indiikler ve mekanik yapisi, gézeneklilik ve biyolojik bozunma hiz1 gibi 6zelliklerin tek
tip olmasini saglayan tutarli bir iiretim siireglerine sahip olmaktadir [59, 61]. Bununla
birlikte, sentetik yap1 iskeleleri, dogal olarak tiiretilmis yap1 iskelelerinin i¢ sinyalleme
yeteneklerinden yoksundur ve karmasik iiretimlerinden kaynaklanan yiiksek maliyetlere
sahiptir[59].

11



2.4 Mineral Trioksit Agregat

Mineral trioksit agregat (MTA), 1990'larin basindan beri endodontik uygulamalar
icin arastirtlan bir biyomateryaldir. MTA ilk olarak 1993 yilinda bilimsel literatiirde
tanimlanmustir [73] ve 1998 yilinda ABD Gida ve ilag Idaresi tarafindan endodontik

kullanim igin onay almustir [74].

MTA laboratuvar ve klinik ¢alismalara dayanarak, birgok klinik uygulamada
uygun bir malzeme olarak kabul edilmektedir [75]. Pulpa kaplamasi, pulpotomi, kdk
perforasyon tedavisi ve kok kanal dolgusu dahil olmak iizere ¢esitli endodontik
kullanimlar igin ideal bir dis materyalidir [76]. MTA uygun sizdirmazlik yetenegi,
¢oziniirliik ve basing dayanimi sergilemektedir. MTA’nin sertlesme reaksiyonlart nem
varliginda baglar ve sertlesme sirasinda kalsiyum hidroksit salinimi ve pH'da artig

meydana gelmektedir [77].

Fosfat tamponlu salin (PBS) ile dogrudan temas halindeyken, MTA ile
doldurulmus kok kanal duvarlari iizerinde hidroksiapatit yapisina benzeyen bir tabaka
olugmaktadir. Bu tabakanin dayanikliligini ve sizdirmazlik kabiliyeti sebebiyle MTA'nin
endodontik islemlerde dolgu materyali olarak uygun bir bariyer oldugu sonucuna

vartlmustir [78].

Camilleri ve Pitt Ford tarafindan 2006 yilinda yapilan bir incelemede, geleneksel

maddelere kiyasla MTA'nin daha az sitotoksik 6zellik gosterdigi belirtilmistir [79].

MTA, sert doku olusumunu indiikleyen (7), sert doku olusumu icin elverisli
ortam olusturabilen ve biyouyumlu olan biyoaktif bir malzeme (6) olarak kabul
edilmektedir [80, 81].
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2.4.1 Kimyasal ozellikler

MTA, rafine Portland ¢imentosu ve bizmut oksitin bir karisimidir ve eser miktarda
Si0O», Ca0, MgO, K>SO4 ve NaxSOs igerdigi bildirilmektedir. Ana bilesen olan Portland
¢imentosu (PC), dikalsiyum silikat, trikalsiyum silikat, trikalsiyum aliiminat, algitas1 ve

tetrakalsiyum aliiminoferrit karisimidir [78, 82, 83].

MTA steril su ile 3:1 toz/sivi oraninda karistirilir ve nemli bir pamuk pelet ile
gecici olarak dogrudan temas ettirilmesi saglanip bir sonraki randevuya kadar birakilmasi
onerilmektedir. Steril su ile karistirllan MTA, yaklasik 3-4 saat sonra kolloidal bir jel
olusturmaktadir[83, 84]. Cevreleyen dokulardan gelen nem, sertlesme reaksiyonuna
yardimer olmaktadir [73]. Hidrathh MTA fiiriinleri, karigtirildiktan ii¢ saat sonra 12.5'e
yiikselen 10.2'lik bir baslangi¢ pH'ina sahiptir [82, 84]. Sertlesme islemi, trikalsiyum
silikat (3Ca0-Si02) ve dikalsiyum silikatin (2Ca0-SiO2) hidrasyon reaksiyonu olarak
tanimlanmaktadir [83]. Benzer amaglar i¢in kullanilan diger malzemelerden daha zayif
olmasina ragmen, MTA basing dayaniminin nem varhiginda 21 giine kadar arttigi
bildirilmektedir [84]. MTA mikrosertligi ve hidrasyon davraniginin fizyolojik kosullara
(pH 7) kiyasla inflamatuar ortamdaki (pH 5) disik pH‘tan olumsuz etkilendigi
bildirilmektedir [85].

Cozinen MTA, diger simanlara benzer sekilde, hidratlarinin birbirine kenetlendigi

bir kiitle i¢inde kristalleserek katilagtigi bildirilmistir [85].

2002 yilina kadar, gri renkli tozdan olusan sadece bir MTA materyali bulunurken
ve estetik kaygilart gidermek i¢in ProRoot WMTA (Dentsply Endodontics, Tulsa, OK,
ABD) olarak beyaz mineral trioksit agregat (WMTA) tanitilmisti. Béylece iki tiir MTA
malzemesi kategorize edilmistir: geleneksel gri MTA (GMTA) ve WMTA. Taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve elektron probe mikro analizi, GMTA ve WMTA
arasindaki farklar1 karakterize etmistir. GMTA ile WMTA arasindaki ana farkin Al>Os,

MgO ve FeO konsantrasyonlarinda oldugunu goéstermistir [83, 86]. WMTA'nin %54,9
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daha az Al>O3z, %56.5 daha az MgO ve %90.8 daha az FeO icerdigi bulunmustur, bu da
renk degisiminin biiyiik olasilikla FeO azalmasinin nedeni oldugu sonucuna varmaktadir

[86]. Her iki MTA ve PC tiirti arasindaki temel fark, potasyum eksikligi ve bizmut oksitin
varhigidir [87]WMTA'nin ayrica genel olarak GMTA'dan daha kiigiik partikiil boyutuna

sahip oldugu bildirilirken[88], magnezyumdaki azalmanin WMTA'nin daha agik rengine
katkida bulunabilecegi de One siirtiilmistiir [83].

2005 yilinda Dammaschke ve arkadaslart donmus MTA yiizeyindeki kiikiirt
miktarinin MTA'nin toz formlarindan 3 kat daha fazla oldugunu ve bu tabakanin simani
daha fazla hidrasyondan korudugunu ve MTA’nin sertlesme siiresini arttirdigini
bildirmistir [83]. Bu trisiilfat tabakasi, 2 mm kalinligindaki tabakalar 24 saatten fazla neme
maruz kaldiginda WMTA egilme mukavemetinin énemli dl¢iide azaldig: bildirildigi igin
koruyucu bir islev gordiigii bildirilmektedir [89]. MTA’nin, artan s1vi/toz orani ile daha
fazla porozite ve artan ¢oziiniirliigii ile internal kapiller ve su kanallari ile karakterize
edilen poroziteli bir matris olusturdugu gézlenmistir [90]. GMTA’nin pH seviyesinin 11
veya 12 arasinda oldugu ve ¢Oziiniirliik seviyelerinin zamanla stabil oldugu rapor
edilmigtir [91]. WMTA'nin ¢0ziiniirliigii, sertligi ve radyopasitesinin iki portland
cimentosu ile karsilastirildig bir calismada , WMTA'nin 6nemli 6l¢iide daha az ¢oziintir
oldugunu, daha yiiksek Vickers sertligi sergiledigini ve daha fazla radyoopak oldugu
bildirilmistir [92].

Bizmut, MTA hidrasyonundan sonra kalsiyum hidroksit ¢okelmesini
etkilemektedir. Bizmut oksit asidik ortamda ¢oziindiiginden, MTA'nin inflamatuar
dokular gibi asidik bir ortama yerlestirilmesinin bizmut oksit salinimina neden olabilecegi
One siirtilmistiir [93]. Ayrica bizmut oksit hiicre kiiltiiriinde hiicre ¢ogalmasini olumlu
etkilemediginden MTA'nin biyouyumlulugunu azaltacagi bildirilmistir [94]. MTA,
dokularda bulunan dogal sivilarla etkilesime girme potansiyeline sahip aktif bir
biyomateryaldir [80].

WMTA ve GMTA'nin kalitatif bir yiizey analizi, GMTA'nin kristal boyutunun
WMTA'mm kristal boyutundan yaklasik 8 kat daha biiyiik oldugunu gostermistir.
Gortintiiler oksijenin GMTA ve WMTA'nin hem kristal hem de amorf fazlar1 boyunca

dagildigini ve bu nedenle tiim elementlerin oksit formunda mevcut oldugunu
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gostermektedir [95]. Mevcut literatiir sonuglarina dayanarak, MTA'nin kimyasal bilesimi
ile ilgili yayinlanmig ¢aligmalar arasinda bazi farkliliklar oldugu goriilmektedir. Bu
farkliliklar, MTA tozu ile karistirmak i¢in kullanilan ¢esitli stvilar ve bilesimini test etmek

icin gesitli ekipmanlarla ilgili oldugu diistiniilmiistiir [84, 86, 96].

2.4.2 Fiziksel ozellikler

MTA tozunun hidrasyonu, sert bir yapiya katilasan bir kolloidal jel ile
sonu¢lanmaktadir. Karigimin 6zellikleri, toz/sivi orani, karistirma yontemi (yani, sikisan
hava miktar1), yogusma i¢in kullanilan basing, ortamin nemi, MTA tipi, depolama ortami1
tipi, ortamin pH degeri, ara¢ tipi, karistirma ve degerlendirme arasindaki siire,
malzemenin kalinlig1 ve sicaklik MTA'nin fiziksel 6zelliklerini etkilemektedir [83, 85, 97,
98].

2.4.2.1 Calisma siiresi

MTA'nin ortalama ¢aligsma siiresi 165+/-5 dakika olup amalgam, Siiper EBA ve
ara restoratif materyalden (IRM) daha uzundur [84]. GMTA, WMTA'dan 6nemli 6lgiide
daha yiiksek baslangi¢c ve son sertlesme siireleri sergiler [77, 99]. WMTA'nin PC ile
karsilastirildiginda daha uzun sertlesme siiresi, WMTA'daki daha diisiik kiikiirt ve
trikalsiyum aliiminat seviyelerine atfedilir [83]. MTA'nin uzun sertlesme siiresi,

malzemenin en biiyiik dezavantajlarindan biridir [98, 100, 101].

ProRoot WMTA igin son sertlesme siiresi 228 dakika olarak bildirilmektedir
[102]. Yapilan bir ¢alismada Neo MTA Plus igin baslangi¢ sertlesmesi 130.dk olarak
belirlenirken 315. dakika son sertlesme siiresi olarak belirtilmistir [103].
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Pd MTA White’in ¢aligma siiresi i¢in iiretici firmanin belirttigi aralik soyledir:
Baslangig¢ sertlesmesi karigtirildiktan 10 dakika sonra baslar ve 15 dakikanin sonunda
sertlesme tamamlanir. Tedaviye devam etmek icin sertlesmenin tamamlanmasina gerek

olmadig belirtilmektedir (Produits Dentaires).

2.4.2.2 Sertlesme genlesmesi

Cesitli MTA tiirlerinin sertlesme genlesmesine iliskin ¢eliskili sonuglar
bulunmaktadir. iki arastirma, WMTA'nin GMTA'dan daha fazla genlestigini gostermistir
[77, 99]. Baska bir arastirma, malzemenin ylizeyini Hank'in dengeli tuz ¢6zeltisi (HBSS)
veya steril su ile kapladiktan sonra GMTA'nin WMTA ile genislemesini karsilagtirmigtir.
Bu calismada GMTA, steril su veya HBSS ile WMTA'dan 6nemli 6lgiide daha fazla
genlestigi bulunmustur [104]. GMTA, HBSS'de steril suya gore daha az genlestigi, buna
karsilik, WMTA genlesmesinin, HBSS'de steril suya gére daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. HBSS'de depolanan GMTA ve WMTA'nin farkli genlesme davranisi daldirma
stvisinin (HNa204P) bilesiminden veya MTA'nin iki formiilasyonu arasindaki kimyasal
bilesimdeki farkliliktan kaynaklandigi belirtilmistir [82, 86, 95]. Bu durum, MTA'nin

farkli ortamlarda saklanmasinin sertlesme genlesmesini etkiledigini gostermektedir [104].

2.4.2.3 Coziiniirliik

MTA'min ¢oziiniirlik derecesi hakkinda farkli goriisler bulunmaktadir. Cogu
arastirma, MTA'nin ¢oziiniirliigliniin diisiik oldugunu veya hi¢ olmadigini bildirmektedir
[84, 96, 99, 105]. Bununla birlikte, uzun siireli bir ¢alismada artan c¢oziniirlik
bildirilmistir [91]. WMTA'nin fiziksel 6zellikleri GMTA ile karsilastirildiginda, GMTA
onemli Ol¢lide daha fazla ¢oziiniirlik gostermektedir. PC ile WMTA karsilastirildiginda
degisen sonuglar rapor edilmistir. Bir ¢alisma, hem normal hem de beyaz PC'nin (WPC)

WMTA'dan 6nemli 6l¢iide daha az ¢oziintirliik sergiledigini bildirmistir [99]. Bu bulgular,
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WMTA'nm iki farkli PC tipinden daha az ¢6ziiniir oldugunu gosteren bagka bir ¢aligma
ile celismektedir [96]. Farkliliklar, bu arastirmalarda kullanilan PC tiiriine atfedilmektedir.
Ek olarak, toz-su orani ¢oziintirliik miktarini etkilemektedir. Daha yiiksek su-toz oranlari
MTA go6zenekliligini ve ¢oziintirliglinii arttirmaktadir [90]. Suda ¢6ziinmeyen MTA'ya
bizmut oksit ilavesi de MTA ¢o6ziinmezliginin bir baska nedenidir. MTA'nin hidrasyonu
tizerine bir deneyde Camilleri [93], bizmut oksidin MTA'nin hem kalsiyum hem de silikat

igerikleri ile reaksiyonunu dogrulamistir.

Yapilan bir arastirma, WMTA'nin farkli pH degerlerine sahip fizyolojik ¢cozeltilere
daldirildiktan 7 giin sonra agirligini azalttigini, buna karsin malzemenin daldirildiktan 30
giin sonra agirh@min arttigini bildirmistir. Arastirmacilar agirhik kaybini kalsiyum
hidroksit salinnmma ve WMTA agirh@indaki artisi malzeme yiizeyinde apatit

kristallerinin olusumuna baglamiglardir [106].

MTA'dan Ca*? salinimi gesitli arastirmalarla rapor edilmistir [107, 108]. Antunes
Bortoluzzi ve arkadaglart CaClo'yi WMTA'ya ekleyerek ilk 24 saat boyunca WMTA'dan
kalsiyum saliniminda 6nemli bir artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir [108]. Bir hiicre kiiltiiri
ortaminda yliksek miktarda kalsiyumun hiicre proliferasyonunu asag1 regiile edebilecegi
dogrulanmigtir [109]. Yapay olarak kokleri rezorbe hale getirilen dislerle yapilan bir
caligmada kok ucu dolgusu olarak MTA kullamldiginda énemli dlgiide Ca*? salmim
goriilmistir [107]. Cogu c¢alismada ¢oziiniirliik degerlendirme yonteminin, MTA’’nin
suya yerlestirilmesinden onceki ve sonraki agirlik farkina dayandigi vurgulanmaktadir
[84, 90-92]. Materyal ¢oziintirliigiinii degerlendirmek igin standart bir yontem olmasina
ragmen, bu yOntem aslinda ¢oziiniirligii degil suda ¢oziiniir materyalin eliisyonunu
olgmektedir. Kati bir malzemenin ¢oziintirligii, belirli bir miktarda ¢oziicii iginde
¢oziilebilen bir maddenin miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, malzemenin
suda depolanmasindan once ve sonra agirlik farkinin 6l¢iilmesi, malzeme parcaciklar
depolama sirasinda simandan ayrilabileceginden veya siman suyu emebileceginden,
¢oziiniirliik olusmayabilmektedir. Bu siman igeriginin bir kisminin depolama ortamina

birakilmasina ragmen gercek ¢oziiniirliigiin degerlendirilmesini engellemektedir [110,
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111]. MTA ¢oziiniirligiindeki farkliligin diger nedenleri arasinda malzemenin daldirma

stiresi, MTA tipi ve toz-sivi orani yer almaktadir [90, 99, 112, 113].

Neo MTA Plus ile yapilan bir daldirma ¢alismasinda Ca*? saliniminin daldirmadan
hemen sonra basladig1 ve ii¢c saat sonra en yiiksek diizeye ulastig1 goriilmiistiir. Ca*?
saliiminin yedi giin sonra azaldig1 goriilse de 28. giinde hala devam ettigi belirtilmistir

[103].

2.4.2.4 Basin¢ dayanimi

MTA'nin basing dayanimi, 24 saat sonra amalgam, IRM ve Super EBA'dan 6nemli
Ol¢iide daha az bulunsa da; 3 hafta sonra Super EBA, IRM ve MTA arasinda basing
dayanimi agisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir [84]. MTA, bizmut oksit ilavesiyle
oncelikle trikalsiyum ve dikalsiyum silikattan olusmaktadir. Dikalsiyum silikat
hidratasyon hiz1 trikalsiyum silikatinkinden daha yavas oldugu i¢in, MTA'nin basing
dayanimi ve itme dayanimi (push-out strength), karistirmadan birkag giin sonra
maksimuma ulagsmaktadir [114, 115]. WMTA ve GMTA'nin basing dayanimu ile ilgili
celiskili sonuglar bulunmaktadir. Bir ¢alisma, karistirmadan 3 ve 28 giin sonra WMTA'nin
basing dayaniminin GMTA'ninkinden 6nemli 6l¢iide daha az oldugunu bildirmistir [99].
Buna karsilik, GMTA ve WMTA'nin basing dayanimini karsilagtiran diger iki arastirma,
WMTA i¢in daha fazla basing dayanimi bildirmistir [97, 116] Genel olarak, MTA'nin

basing dayanimi, kondensasyon basincindan 6nemli 6l¢giide etkilenmemektedir [117].

MTA'nin tiiri, malzemeyle karistirilan sivi, malzeme tizerindeki kondensasyon
basinct, karigtirma sivisinin pH degeri ve MTA'nin saklama durumu gibi ¢esitli faktorler

MTA'nin basing dayanimini etkilemektedir [97, 116, 117].

Biodentine (Septodont, SaintMaur-des-Fossés, France), ProRoot WMTA
(Dentsply International, Tulsa Dental Specialties, Johnson City, TN), White MTA
Angelus (Angelus Dental Industria de Productos S/A, Londrina, Brazil) ve Neo MTA Plus

ile yapilan bir caligmada en yiiksek basing dayanimmin Biodentine’de oldugu
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goriilmiistiir. Neo MTA Plus’mn basing dayanimi White MTA Angelus ve ProRoot
WMTA’dan istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide yiiksek bulunmustur [118].

2.4.2.5 Egilme dayanim

Torabinejad ve Chivian perforasyon onarimi, pulpa kaplamasi veya apikal tikag
icin GMTA kullanildiginda {izerine 1slak pamuk pelet yerlestirilmesini tavsiye etmistir
[119]. Bir arastirma, sertlesme siiresinin WMTA'nin egilme dayanimi iizerindeki etkilerini
karsilagtirmistir. Malzeme karistirtlip bir veya iki taraftan nem almasi saglanmstir.
Onerildigi gibi iki tarafli nem, 24 saat sonra énemli dlgiide daha fazla egilme dayanimi
gostermistir. Arastirmacilar tarafindan WMTA'nin her iki taraftan nem almasindan 72 saat
sonra biikiilme dayanimi diistiigli i¢in pamuk peletlerinin 24 saat sonra ¢ikarilmasi
gerektigini 6ne stiriilmiistiir. Sinirl literatiir temelinde, ilk 24 saat boyunca MTA {iizerine

nemli bir pamuk peletinin yerlestirilmesinin egilme dayaniminm arttirdigr goriilmiistiir

[89].

2.4.2.6 Push-out dayanimi

Perforasyon onarim materyallerinin push out dayanimi 6nemli bir faktordiir ¢linkii
perforasyon onarimindan kisa bir siire sonra dis fonksiyonel oldugunda materyal yer
degistirebilir. MTA beyazlatma malzemelerine (salinle karistirilmis sodyum perborat,
Superoksol, Superoksol ile karigtirilmig sodyum perborat) daldirildiktan sonra IRM veya
Super EBA'ya kiyasla daha diisiik itme dayanimina sahiptir [120]. MTA'nin push out
dayanimi iizerinde nemin 6nemi dogrulanmistir [115]. Mevcut verilere dayanarak,
MTA'nin bir islem alanina yerlestirildikten sonra yeterli nemi aldiginda egilme , basing

ve push out dayanimi gibi optimal fiziksel 6zellikleri kazandig1 goriilmektedir [121].
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Neo MTA Plus’in; Biodentine ve ProRoot WMTA ile kiyaslandigi bir ¢calismada
push out dayaniminin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Neo MTA Plus’in kdk dentinine
baglanmasinin Biodentine ve ProRoot WMTA’dan 6nemli Olgiide yiiksek oldugu

bildirilmistir [122].

2.4.2.7 Yer degistirme

Bir arastirmada, apeksleri agik dislerde kok ucu dolgu materyali olarak kullanilan
MTA'nin yer degistirmesi arastirilmig ve apikal bariyerin 4 mm kalinliginin, 1 mm
kalinliga gore yer degistirmeye karsi Onemli Olgiide daha fazla direngli oldugu
goriilmiistiir. Bu, MTA'nin kalinliginin, apikal bir bariyer olarak kullanildiginda yer
degistirmeyi dogrudan etkiledigini gostermektedir [123].

2.4.2.8 PH

MTA'min pH degeri karistirildiktan sonra 10.2'dir. Bu deger 3. saatte 12.5'e
yiikselmektedir [84]. MTA, uzun siire boyunca yiiksek pH degerini korumaktadir. Bu
durum MTA'dan siirekli kalsiyum salinimindan ve KH olusumundan kaynaklanmaktadir.
Mevcut veriler, MTA'nin suyla karistirilmasinin KH olusumuna ve yiiksek pH ortamina
yol actigim gostermektedir [91]. Farkli zaman periyotlarindaki pH degerleri
Karsilastirildiginda, hem WMTA hem de GMTA, karistirildiktan hemen sonra iki tip
PC’den(portland ¢imentosu) onemli 6lgiide daha yiiksek pH degerleri sergilemektedir.
Ancak karistirildiktan 30 dakika sonra test edilen malzemeler arasinda istatistiksel bir fark
bulunamamaistir. 60.dakikada GMTA, WMTA'dan ve her iki PC tipinden 6nemli dlgiide
daha diisiik bir pH degerine sahiptir [77, 99].

Neo MTA Plus i¢in yapilan ¢alismada pH degeri karistirildiktan ii¢ saat sonra
11’in tizerine ¢iktig1 goriilmiistiir [103].
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Uretici firmanin belirttigine gére Pd MTA White’n ilk karistirildiginda pH’1 10
iken karistirildiktan ii¢ saat sonra 12 ye ¢ikmaktadir (Produits Dentaires).

2.4.2.9 Radyoopasite

MTA igin ortalama radyoopasite esdegeri 7.17mm aliiminyum kalinligidir [84].
Bu deger, ayr1 bir arastirmada Siiper EBA veya IRM igin bildirilen degerden yiiksektir
[124]. Ayni materyalleri kullanan farkli bir ¢alismada Super EBA ve IRM i¢in MTA'dan
daha fazla radyopasite bildirilmistir [125]. WMTA'nin radyopasitesini GMTA'ninki ile
karsilastiran 2 ayri ¢alisma, WMTA i¢in daha fazla radyoopasite bildirmistir. Her iki
materyalde de radyoopasite iiretmek i¢in benzer miktarda bizmut oksit kullanildigindan,
WMTA'daki diger maddelerin varligi, ikisi arasindaki bu farkin nedeni oldugu
diistinilmiisttr [77, 99].

Daha oOnceki bir c¢alismada bildirildigi gibi ¢ogu MTA bazli simanda
radyopaklastirici bir ajan olan bizmut oksit (Bi2O3) bulunmaktadir ve bu madde kalsiyum
silikatlarin hidrasyon siire¢lerinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak ozellikle
sodyum hipoklorit ile temas halinde olmasi dis renklenmelerine sebep olmaktadir. Bu
renklenmeleri azaltmak i¢cin Neo MTA Plus radyoopasite ajani olarak tantalum oksit
(Ta205) igermektedir [126]. Farkli radyoopasite ajan1 i¢cerse de Neo MTA Plus 3mm. Al
kalinligindan daha opak goriintii vermektedir [103]

Pd MTA White siman i¢inde radyoopakligi saglamak {izere bizmut oksit
bulunmaktadir (Produits Dentaires).

2.4.2.10 Partikiil biiyiikliigii

Birgok arastirma MTA'nin pargacik boyutunu ve seklini degerlendirmistir [83, 85,
95]. Dammaschke ve arkadaslari, WMTA'nin mekanik ve biyouyumluluk &zelliklerini
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partikiillerinin homojenligine ve malzemenin yiizey morfolojisine bagli oldugunu
belirtmistir [83]. Bir¢ok arastirma, WMTA, GMTA ve PC'nin partikiil boyutunu ve seklini
karsilagtirmistir. Bu c¢alismalar, WMTA'nin partikiil boyutunun GMTA'lardan  daha
ince oldugunu [82, 95], PC'nin GMTA ile bir¢ok benzerlige sahip oldugunu
gostermektedir [127]. Lee ve arkadaslart GMTA tozu igin 1-10 mm arasinda degisen
partikiil boyutlar1 bildirirken [85], Camilleri WMTA tozunun hidrasyondan once 1 ila
yaklasik 30 mm'den kiigiik partikiillere sahip oldugunu bildirmistir [93]. Cimentonun
fiziksel 6zellikleri kristal boyutundan etkilenmektedir. Daha kiigiik pargaciklar, karistirma
stvisi ile ylizey temasint arttirir ve daha erken sertlegsmenin yani sira kullanim kolayligi
saglamaktadir Bir ¢aligma, bazt MTA pargaciklarinin, bazi dentin tiibiillerinin ¢apindan
daha kiigiik olan 1.5 mm kadar kii¢iik oldugunu bildirmistir [127]. Yapilan bir ¢alismada,
etilendiamintetraasetik asidin (EDTA) MTA hidrasyonu, mikrosertlik ve hiicre yapigsmasi
tizerindeki olumsuz etkilerini gosterilmistir [128]. Mevcut bilgiler, WMTA'nin GMTA'ya
kiyasla daha ince parcaciklara sahip oldugunu gostermektedir. Parcacik boyutlari bu

malzemelerin kullanim 6zelliklerini etkilemektedir [121].

Neo MTA Plus‘in partikiil biiyiikliigi ile ilgili 2015 yilinda yapilan bir caligmada
Neo MTA Plus’in partikiil biiyiikliigiiniin konvansiyonel MTA ile karsilagtirildiginda
daha kiigiik oldugu bulunmustur [129].

2.4.2.11 Mikrosertlik

MTA'nin mikrosertligi, ortamimn pH degeri, malzemenin kalinligi, yogusma
basinci, karisimda tutulan hava miktari, nem, malzemenin asitle agindirilmasi ve sicaklik
gibi gesitli faktorlerden etkilenmektedir [83, 85]. Asidik bir ortamin hem GMTA hem de
WMTA'nin mikrosertligi iizerinde olumsuz bir etkisi bulunmaktadir [130]. Cevrenin
MTA'nin hidratasyon davranisi tizerindeki etkisini degerlendiren bir arastirma, hidrasyon
fazindaki MTA'nin igne benzeri ve baskin kiibik kristallerden olustugunu belirlemistir.
Asidik ortamda kiibik kristaller arasinda biiyliyen igne benzeri kristaller goriillmemistir.

Azalan mikrosertlik, bu igne benzeri kristallerin yokluguna baglanmistir [85]. Malzemeler
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apikal bariyer olarak kullanildiginda GMTA ve WMTA'nm 2 mm ve 5 mm
kalinliklarindaki mikrosertlikleri arastirilmistir. MTA'nin formiilasyonu veya kullanilan
yerlestirme teknigi ne olursa olsun, 5 mm kalinlik 2 mm kalinliktan 6nemli 6l¢iide daha
sert bulunmustur [131]. MTA kondensasyonu sirasinda daha fazla basing kullanilmasinin
sonucunda mikrosertligin azaldig1 goriilmiistiir [117]. iki ayr1 arastirma, EDTA ve asit-
etch prosediiriiniin MTA mikrosertligini dnemli 6l¢iide azalttigini bildirmistir [128, 132].
Mevcut veriler, daha az nem, diisiik pH degerleri, bir selatlama maddesinin kullanilmasi
ve daha fazla kondensasyon basicinin MTA mikrosertligini olumsuz etkileyebilecegini
gostermektedir [121].

2.4.3 Biyolojik ozellikler-Biyouyumluluk

Bir dizi biyouyumluluk ve mutajenite c¢alismasi, MTA'nin biyouyumlu bir
materyal oldugunu gostermektedir [133, 134]. MTA biyouyumlulugu {izerine bir meta-
analizin sonuglar, MTA'nin Super EBA, IRM ve amalgamdan daha biyouyumlu
oldugunu bildirmektedir [135].

Murin serebral kortikal hiicreler ile MTA, Diaket, amalgam ve Super EBA'nin
norotoksik etkileri hem glial hem de néronal kiiltiirde karsilastirildig: bir galismada, MTA
disindaki tiim malzemelerin, karistirlldigi ve sertlestigi kosullarda toksik oldugunu
gostermistir [136]. WMTA'nin nosiseptif ve anti-nosiseptif etkileri, bir sigan hayvan
modelinde degerlendirildiginde WMTA néral dokular: tahris etmedigi ve djenole kiyasla
orofasiyal nosiseptif agr1 gidermede daha etkili oldugu goriilmistiir [137].

MTA'nin mikrosirkiilasyon {izerindeki etkisini degerlendiren ve tavsanlar
lizerinde yapilan bir ¢alismada, MTA yerlestirilmesinden 4 hafta sonra
mikrosirkiilasyonun tamamen diizeldigini ve yeni damarlarin olustugunu gosterilmistir
[138]. Baska bir ¢alismada pulpa damarlarinin diiz kas kasilmasini taklit etmesi i¢in bir
sican aortik halka modeli kullanilmistir. Bu arastirmanin sonuglari, MTA'nin doza baglh

bir sekilde damar kontraksiyonunu indiikledigini gosterilmistir [139]. Mevcut bilgilere
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dayanarak, MTA'nin mutajenik ve norotoksik olmadigi ve bir damarin kasilmasini
etkileyebilmesine ragmen mikro sirkiilasyon iizerinde bir yan etki olusturmadig1 sonucuna

varilabilir [140] .

Torabinejad ve arkadaslari, taze karistirilmig ve ayarlanmig MTA ve amalgamin
Siiper EBA veya IRM'den daha az sitotoksik oldugunu gostermistir [141]. Insan
periodontal ligament (PDL) hiicre kiiltiirleri iizerine yapilan bir baska ¢alismada, MTA ile
amalgam ve Super EBA'y1 karsilastirmistir. Sonuglar, taze karistirilmis MTA'nin Super
EBA veya amalgamdan daha diisiik sitotoksisite sergiledigini gosterdi. Daha yiiksek bir
ekstrakt konsantrasyonunda karigtirildiktan yirmi dort saat sonra MTA, test edilen tiim
materyaller arasinda en az miktarda sitotoksisite gosterdi; daha diisiik bir ekstrakt
konsantrasyonunda, Siiper EBA, amalgam veya MTA'dan daha yiiksek sitotoksisite
gosterdi [142].

WMTA ve GMTA'nin kimyasal bilesimindeki farkliliklar nedeniyle, her iki MTA
tipinin sitotoksisitesi iizerinde ¢esitli arastirmalar yapilmistir [94, 143]. Osteoblast ve
MG63 osteosarkom hiicrelerinin kullanildig: bir ¢aligma, 13 giin sonra WMTA ylizeyine
ilk hiicre baglanmasindan sonra, eski hiicre tipinin WMTA {iizerinde yasayamazken, ayni
stire iginde GMTA iizerinde biiyiidiigiini belirlemistir [144]. Buna karsilik, WMTA ve
GMTA'min oral keratinosit ve sementoblast hiicre kiiltiirleri ile inkiibasyonunu
karsilagtiran bir arastirma, GMTA'ya kiyasla WMTA yiizeyinde her iki hiicre tipinin daha
fazla proliferasyonunu gostermistir [145]. Osteoblast hiicre kiiltiirleri {izerine bir bagka
aragtirma, 1 gilinlik ve 28 giinliik kiiltiire edilmis WMTA ve GMTA numunelerini
karsilastirmis ve hem GMTA hem de WMTA'nin 1 giinliik kiiltiirlenmis numuneleri, 28
giinliiklere gore daha fazla biyouyumluluk gostermistir [94]. Bu sonuglarin aksine, baska
bir deney, 12 giinliik kiirlenmis GMTA'nin 1 giinliik kiirlenmis GMTA'ya kiyasla hiicre
cogalmasini dnemli dl¢iide arttirdigini bulmustur [145]. insan alveolar kemigi, fibroblast
ve makrofaj hiicre kiiltiirleri ile yapilan diger iki calisma, sitotoksisite ve hiicre
proliferasyonu a¢isindan GMTA ve WMTA arasinda hi¢bir fark gostermemistir [146].
Yapilan bir arastirma, sementoblastlarin hayatta kalma oranmin ve morfolojik

gortiniimiiniin diisik WMTA konsantrasyonundan etkilenmedigini gostermistir. Bununla
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birlikte, malzemenin yiiksek konsantrasyonu (20 mg/mL), hiicre canliligin1 azalttig1 ve
mineralizasyonun yani sira sementoblastlar tarafindan kemik sialoprotein iiretimini inhibe

ettigi gozlenmistir [147].

Yapilan bir aragtirma, MTA ve KH'nin 3T3 fibroblast hiicreleri lizerindeki etkisini
incelemis ve MTA'nin KH'ye kiyasla dnemli 6lgiide daha kisa bir sitotoksisite siiresine
sahip oldugunu gostermistir [148]. MTA veya giita-perka ile doldurulmus ve bir CO2
lazeri ile tedavi edilen kok uglar1 iizerinde yapilan bir insan PDL hiicre kiiltiirii
calismasinda, SEM gd6zlemi, ne lazerle i1sinlanmis alana ne de giita-perka'ya hiicre
tutunmast gostermemistir. Buna karsilik, MTA'ya hiicre tutunmasi ve lazer 1ginlamasi

olmaksizin kok yiizey alan1 gézlenmistir [149].

MTA karistirlldiktan 24 saat sonra, PDL fibroblast hiicre tiplerine yeni
karistirilmis MTA'dan daha olumlu bir etki gostermektedir [150]. Dental materyallerin
antiproliferatif etkileri iizerine bir deneyde, Koulaouzidou ve arkadaslari, MTA, ¢inko
oksit-6jenol (ZOE) siman ve cam iyonomeri fibroblastlar iizerinde karsilagtirmistir.
MTA'n en diisiik antiproliferatif aktivite gdsterdigini, buna karsin ZOE'nin en yiiksek
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugunu belirlemistir [151].

Birincil osteoblast ve osteoklast kiiltiirleri lizerinde WMTA, Resilon ve giita-
perka'yr karsilagtiran bir calisma, materyallerin hicbirinin 6nemli bir osteoklast
olusumuna yol agmadigini gostermistir [152]. Baska bir arastirmada, WMTA, Sealapex
ve Roth 801'i makrofajlar ve diseti fibroblastlar1 izerindeki etkileri incelenmistir. WMTA,

her iki hiicre ¢esidi iginde canlilik tizerinde hi¢bir olumsuz etki gostermemistir [153].

KH ve GMTA'nin sitotoksisitesini karsilastiran bir ¢alisma, KH'nin daha fazla
sitotoksisite lirettigini ve hiicre metabolik aktivitesini GMTA'dan yaklagik 3 kat daha fazla
azalttigim1 gostermistir [154]. Yasuda ve arkadaslar1 sigan dis pulpa hiicre kiiltiirlerini
kullanarak yaptigi bir ¢calismada, MTA'nin karistirildiktan 72 saat sonra sitotoksisiteye
sahip olmadigin1 ve dis pulpa hiicrelerini uyararak mineralizasyonu onemli Ol¢iide
artirdigini ve ayn1 zamanda kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) iiretimini de
arttirdi@in1 géstermistir. Buna karsilik Dycal, BMP-2 {iretimini azaltir ve hiicre 6limiinii

artirirken, adeziv simanin sitotoksisite ve BMP-2 iiretimi {izerinde higbir etkisi olmadigi
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gosterilmistir [155]. Cesitli hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, MTA varliginda tip I kolajen

tiretimini ve osteokalsin ekspresyonunu gostermistir [155-157].

MTA fizerinde yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin sonuglari, hiicre tipi ve
caligma siiresi, taze veya kiirlenmis materyal kullanimi, ortam degistirme sikligi,
dogrudan temas veya ekstrakt kullanimi, hiicre kiiltiirii ortamindaki materyalin

konsantrasyonu gibi bir¢ok faktore baglidir [140].

2.5 Bu Calismada Kullamlan Canhilik Testi Ve Farklilasma Degerlendirme

Yontemleri

2.5.1 MTS

Hiicrelerin canlilik seviyeleri ve/veya cogalma oranlari, hiicre saghiginin iyi
gostergeleridir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar hiicre sagligini ve metabolizmasini
etkilemektedir. Bu ajanlar hiicre zarlarinin yikimi, protein sentezinin Onlenmesi,
reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma, polideoksiniikleotid uzamasinin inhibisyonu ve
enzimatik reaksiyonlar gibi farkli mekanizmalarla hiicrelerde toksisiteye neden olabilir
[158].

Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testleri, hiicre zar1 gegirgenligi, enzim aktivitesi,
hiicre yapismasi, ATP iiretimi, koenzim iiretimi ve niikleotid alim aktivitesi gibi ¢esitli

hiicre fonksiyonlarina dayanmaktadir [158].

Bu testler i¢in farkli siniflandirmalar vardir: boyama testleri, kolorimetrik testler,

fluorometrik testler ve luminometrik testler.

1. Boyama testleri: Tripan mavisi, Eozin, Kongo kirmizisi, Eritrosin B testleri

2. Kolorimetrik testler: MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU ve

kristal moru testleri

3. Florometrik testler: Alamar Mavisi testi and CFDA-AM testi
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4. Luminometrik testler: ATP testi ve gergek zamanli canlilik testi

MTS testi (5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil tiyazol)-3-(4-siilfofenil)
tetrazolyum, i¢ tuz tahlili) bir kolorimetrik tahlildir. Bu tahlil, canli hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi ile bir tetrazolyum tuzunun renkli bir formazana
doniistiiriilmesine dayanir. Uretilen formazan miktari kiiltiirdeki canli hiicre sayisina

baghidir ve 492 nm'de spektrofotometre ile dlgtilebilir [159].

Onceki galismalar, MTS testinin kullanim kolaylig1, kesinlik ve toksisitenin hizli
gostergesi acisindan 1iyi bir Olglim sisteminin tiim oOzelliklerini birlestirdigini ileri
stirmektedir [159]. MTS testi hizli, hassas, ekonomik ve spesifik bir in vitro sitotoksisite
testidir. Kullanim1 kolay, hizli, giivenilir ve ucuz oldugu igin sitotoksisite dlglimii igin
ideal oOzellikler saglamaktadir. Bu nedenle, toksikolojik degerlendirmeler igin

kullanilmaktadir [160, 161].

492 nm'de ol¢iilen absorbans seviyesi inkiibasyon siiresinden, hiicre tipinden ve
hiicre sayisindan etkilenmektedir. MTS saptama reaktiflerinin kiiltiirdeki hiicrelere orani
da &lgiilen absorbans seviyesini etkiler. Onceki caligmalar, inkiibasyon siiresi ile 5 saate
kadar olan kisa inkiibasyon siireleri i¢in absorbans arasinda dogrusal bir iligski oldugunu

One stirmiistiir. Bu nedenle, bu test i¢in uygun inkiibasyon siireleri 1-3 saattir [162, 163].
MTS Test protokolii su sekildedir:

1.100 ul/kuyucuk bir nihai hacim igeren 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda hiicreler
ve test bilesikleri biraraya getirilir.

2.Istenilen temas siiresi boyunca inkiibe edilir.

3.Her kuyucuga fenazin etil siilfat iceren 20 pl MTS soliisyonu eklenir (son MTS

konsantrasyonu 0.33 mg/ml olacaktir).
4.37°C'de 1 ila 3 saat inkiibe edilir.

5.490 nm'de absorbans kaydedilir [164].
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2.5.2 Alizarin red boyama

Mineralizasyon in vitro osteoblast diferansiyasyonu igin kullanilan bir belirtegtir.
Tipik olarak, hiicre dist matrisin mineralizasyonu, von Kossa veya Alizarin Red
boyanmasi ile gorsellestirilmektedir. Alizarin red, hiicre kiiltiiri caligmalarinda hiicreler

tarafindan sentezlenen kalsiyum depozitlerinin tespitinde en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir [165].

Kimyasal formiilii C14HgO4 tiir. Molekiil agirhigr: 240,20 gramdir. Kaynama
noktast 430°C, erime noktast 289-290°C’dir. Adsorpsiyon miktar1 ortamin pH ve
sicakligia baglidir. Kirmiz1 trimetrik igneler veya prizma kristalleri ile sarims1 renkte
goriintii verir. Alizarin red s ise alizarinin stilfolandirilmasiyla elde edilir (alizarin-3-
stilfonik asit). Suda ¢oziinebilir. Alizarin red s’in kapali formiilii C14H7NaO7S ve molekiil

agirligi ise 342.26 g/mol’diir [165].
Alizarin red boyama protokolii su sekildedir:

1. Boyama reaktifleriyle ¢alisirken daima koruyucu gozlik ve eldiven

kullanilmalidir.
2. Media kuyulardan tamamen ¢ikartlir.
3. Yavasca 1 mL PBS (Fosfatla tamponlanmig salin soliisyonu) eklenir.
4. PBS aspire edilir.
5. 3 mL mutlak etanol eklenir ve 30 dakika sabitlenir.
6. Etanol ¢ikarilir ve kuyularin tamamen kurumasini beklenir.

7. Kuyu bagma 1.0 mL %2 Alizarin Red boyasi eklenir ve soliisyon tamamen
kaplayana kadar hafifce hareketlendirilir.

8. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.
9. Alizarin Red kuyulardan ¢ikarilir.
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10. Dikkatli bir sekilde, kuyular1 1 mL deiyonize su ile {i¢ kez durulanir ve

kurumaya birakilir.

2.5.3 Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP), metabolizma, sinyal iletimi, molekiil tasinmasi ve genetik
bilginin ifadesine kadar biyolojik siirecin hemen hemen her yoniine aktif olarak katilan
biyokimyasal bir enzimdir, ALP, bes sistein, iki ¢inko atomu ve ona katalizor islev
kazandiran bir magnezyum atomu iceren iki benzer monomerden olusmaktadir. ALP esas
olarak biyolojik fosforilasyon i¢in bir katalizor islevi goriir ve alkali ortamlarda optimal
olarak aktif hale gelmektedir. ALP'nin fizyolojik rolii canli organizma i¢in hayati dnem
tagidigindan, ALP ister prokaryotlarda ister 0karyotlarda olsun, her yerde bulunabilir
[166].

ALP, osteogenez siirecinde taninan ilk kilit oyunculardan biridir. Uzun bir siire
boyunca yapilan calismalar enzimin normal ve patolojik kalsifikasyondaki 6nemini
saglamlastirmistir. Bu biyokimyasal ve histolojik tahlilin kolayliginin bir sonucu olarak
ALP, mineralize doku hiicrelerinin fenotipini veya gelisimsel siirecini degerlendirirken

tercih edilen isaret haline gelmistir [167].

Yapilan ¢aligmalarda, osteogenezde ALP'nin sert doku hiicre farklilasmasinin bir
belirteci  oldugu gibi, ayn1 zamanda giicli ALP ekspresyonunun yeni dokunun

mineralizasyonunda 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir [168, 169].

ALP"in mineralizasyondaki rolii, osteoblastik farklilasma ve biiylime plakasinin
kikirdak kalsifikasyonu sirasinda genlerin asamali ekspresyonunun incelenmesiyle
aciklanmaktadir. Her iki dokuda, kemikte ve kalsifiye kikirdakta, ALP gelisimin erken
doneminde eksprese edilir ve kisa silirede hiicre ylizeyinde ve matriks vezikiillerinde
gozlenir. Geligimin ilerleyen asamalarinda, diger genler (6rnegin osteokalsin) yukari

dogru diizenlenirken, ALP ekspresyonu azalir [167].
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Alkalen fosfataz c¢esitli kok hiicrelerin osteojenik ya da odontojenik
farklilagmasinin uyarilmasinda ve dental dokularin mineralizasyonunda gérev alan

spesifik bir enzimdir [170].

ALP, fosfat gruplarinin salinmasini ve inorganik pirofosfatin ¢oziilmesini kontrol
etmektedir [171]. ALP aktivitesi ise, bu enzimlerin aktivitesini olgen bir test ve
odontoblastik ve osteoblastik aktivitenin erken donem belirteci olarak tanimlanmaktadir
[172].

2.3.4 Polimeraz zincir reaksiyonu(PCR)

PCR, bilimsel, tibbi ve tanisal topluluklara kantitatif niikleik asit analizi igin
kullanilan gii¢lii bir aragtir. PCR ile, karmasik bir numunede bulunan herhangi bir
niikleik asit dizisi, kolaylikla analiz edilebilecek ¢ok sayida 6zdes kopya olusturmak igin
amplifiye edilebilir. Gergek zamanli PCR (RT-PCR), reaksiyon sirasinda olusan {iriin
miktartyla orantili olarak reaksiyona giren boyalarin veya problarin floresansini ve belirli
bir deger elde etmek icin gereken amplifikasyon dongiilerinin sayisini izleyerek olusan
miktarda DNA molekiilii kaydedilir. Tipik olarak amplifikasyon dongiisii bagina molekiil
sayisinin iki katina yakin olan belirli bir amplifikasyon verimi varsayildiginda, 6rnekte
baglangicta mevcut olan amplifiye sekansin DNA molekiillerinin sayisin1 hesaplamak
miimkiindiir [173]. Gilinlimiizde mevcut olan yiiksek verimli tespit kimyalari, hassas
enstriimantasyon ve optimize edilmis tahliller ile, karmagik bir numunedeki belirli bir
dizinin DNA molekiillerinin sayist, tek bir molekiilii tespit etmeye yetecek kadar benzersiz
bir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilir. Ger¢ek zamanli PCR'nin tipik kullanimlari
arasinda patojen tespiti, gen ekspresyonu analizi, tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
analizi, kromozom sapmalarinin analizi ve en son olarak ger¢ek zamanli immiino PCR ile

protein tespiti yer alir [173].

Gergek zamanli PCR veya nicel gercek zamanli PCR olarak da adlandirilan nicel PCR
(qPCR), hedef DNA dizisinin amplifikasyonunu reaksiyondaki bu DNA tiirlerinin
konsantrasyonunun nicellestirilmesiyle birlestiren PCR tabanli bir tekniktir. Bu yontem,
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baslangi¢ sablon konsantrasyonunun hesaplanmasini saglar ve bu nedenle DNA kopya
sayisi, viral ylik ve gen alelleri ayrimmin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir
analitik aractir. QPCR, mRNA ifadesini 6l¢mek i¢in gii¢lii bir aractir ve mikrodizi gen
ifadesi veri dogrulamasi i¢in altin standarttir. QPCR'nin genis uygulamalar1 ve
gelistirilmis bircok teknik varyasyon goz oniine alindiginda, teknik arka plan, mevcut
kimyalar ve veri analizi teknikleri dahil olmak iizere kisa bir qPCR arastirmasi, hem

deneysel tasarim hem de degerlendirme i¢in uygun bir yontemdir [174].

Osteokalsin (OCN), osteonektin, alkalen fosfataz (ALP), kemik sialoproteini ve
dentin sialofosfoprotein, dental papilla kok hiicrelerin odontoblast/osteoblast benzeri

farklilasmasi i¢in mineralizasyon belirtegleri olarak kullanilmaktadir [175] .

Tip | kollajen (Col1A1) , dentin ve mineral olusumu igin kollajen protein ailesinin

onemli bir tiyesidir [176].

RUNX2 (Runt-related transcription factor2), osteoblast ve odontoblast
farklilagmasini kontrol etmede transkripsiyonel bir faktor ve bilinen ana diizenleyicidir
[177]. Osteoblastik veya odontoblastik farklilasma igin gerekli olan genlerin
ekspresyonunun RUNX2 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. RUNX2, iki ana dentine
0zgl protein dentin sialoprotein ve dentin fosfoproteini kodlayan genin transkripsiyonunu
aktive etmektedir [178]. Bu nedenle ¢alismamizda OCN, ColAl ve RUNX2 gen ifadeleri
ile ilgili PCR analizi yapilmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada ti¢ farkli trikalsiyum silikat esasli simanin (ProRoot WMTA, Neo MTA
Plus, Pd MTA White) apikal papilla tlizerindeki sitotoksik ve odontojenik farklilagsma

etkisi incelenmistir.

3.1 Etik Kurul Onay1

Aragtirmanin etik kurul onayr 21/05/20 tarih ve 6158 numarali karar ile
Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’'ndan alindi (Ek Al).
SCAP (Apikal Papilla Kok Hiicresi) elde etmede kullanilacak dislerin ¢aligmada
kullanilabilmesi i¢in tiim hastalarin ebeveynlerine Etik Kurul tarafindan izin verilmis olan
bilgilendirilmis goniillii onam formu (Ek A2) imzalatildi.

Bu tez calismasi Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Endodonti Ana Bilim Dali'nda ve Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

Laboratuvari’nda gercgeklestirilmistir.

3.2 Hastalarin Dahil Edilme Kriterleri

Cekim endikasyonu olan ve Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’ne basvuran hastalardan asagidaki kriterleri saglayanlar calismaya dahil

edilmistir:
1. Apeksi kapanmamis ii¢iincii molar dise ¢ekim endikasyonu konulan hastalar
2. Sistemik olarak dis ¢ekimi endike olanlar

3. Onam formu ebeveyni tarafindan imzalanan hastalar
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4. 14-18 yas araliginda kadin ve erkek hastalar
5. Calismaya goniillii olan hastalar

6. Cekim endikasyonu olan disi ¢iiriiksiiz, saglikli pulpaya sahip olan iiglincii

molar disler

3.3 Hiicre Kiiltiiriiniin Elde Edilmesi

Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Cerrahisi Anabilim Dali’nda 4 tane apeksi kapanmamis daimi {i¢lincii molar disin ¢ekimi
yapildi. Hasta ebeveynlerine bilgilendirilmis goniillii onam formu imzalatildi. Cekimi
yapilan disler hemen sonrasinda Hank’in Dengeli Tuz Cozeltisi’ne (Hank’s Balanced Salt
Solution, HBSS; Sigma, United Kingdom) alind1 ve Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik laboratuvara ulastirildi. Laboratuvarda disler laminar akish kabin i¢inde
(Airstream Class 1l, ESCO, ABD) HBSS dolu bir petri kabina yerlestirildi ve apikal
papilla 10 numarali steril bistiiri yardimiyla kesilerek disten uzaklastirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1: Kabin

Dulbecco'nun modifiye edilmis temel ortaminmin (DMEM) (Sekil 3.2) 1gr/lt
(Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) igine fetal bovine serum (FBS) (%10) ve penisilin-

streptomisin-amfoterisin (PSA) karisimi (%1) (Biological Industries, Israel) eklenerek
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besiyeri hazirlandi ve ¢alismanin tiimiinde bu besiyeri kullanildi. Hiicreler bu besiyeri

icinde %5 CO2'li nemli bir ortamda 37 °C'de inkiibe edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3. 2: DMEM

1!4 l(H!‘l 4]! __-4.—“

(

\\(

Sekil 3. 3 : Inkiibator

3.4 Apikal Papilla Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi
Calismada kullanilmadan 6nce hiicrelerin birlikte bulundugu media uzaklastirildi.

PBS (Fosfat tamponlu salin soliisyonu, Gibco) (Sekil 3.4) ile yikandi. Tripsin-EDTA
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(0.25%) (Sekil 3.5) ilave edilerek 37°C sicaklikta 5 dk inkiibe edildi. igerisine yeniden 1:1
DMEM eklenerek falkona aktarildi. Daha sonra 1300rpm 5dk boyunca santrifiijlendi
(Sekil3.6). Pelet Iml media ile ¢6ziildii ve T150’ye aktarildi. Boylece 1.Pasaj elde edildi.
Hiicreler bu sekilde cogaltildi. 4.ve 5. pasajlar ¢calismada kullanildi.

Sekil 3. 4 : PBS
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Sekil 3. 5: Tripsin EDTA

Sekil 3. 6 : Santrifiij

3.5 Akis Sitometrisi Yontemi ve Kok Hiicre Karakterizasyonu

4.Pasajdaki SCAP Hiicreleri 15°1ik falkon iginde ¢oktiiriildii ve iki kez 1 ml PBS
ile yikandi. 50 pl FC blok 1x ile 5 dk buz lizerinde bekletildi. Su spesifik yiizey antikorlari
ile hiicreler muamele edildi:CD14 (cat# SC-7328), CD29 (cat# BD556049), CD34 (cat#
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SC-51540), CDA45 (cat# SC-70686), CD90 (cat# SC-53456), CD105 (cat# SC-71043),
CD133 (cat# SC-65278), CD166 (cat# SC-53551) (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa
Cruz, CA), ve CD73 (cat# 550256) (Zymed, San Francisco, CA). Bu bakilmak istenen
yiizey spesifik antikorlar100 ul facsbuffer (PBS1.0% Bovine Serum Albumin (BSA) 0.1%
Sodium Azide) i¢inde ¢oziilerek hiicreler buz iizerinde bir araya getirildi. Daha sonra
1400rpm 5 dk. boyunca santrifiijlendi. Pelet yikandi facsbuffer ile akis sitometri cihazinda
(CYTOFLEX S) okutuldu (Sekil3.7).

Sekil 3. 7 : Akis Sitometri Cihazi

3.6 MTA Disklerinin Hazirlanmasi

Calismada 3 farkli kalsiyum silikat igerikli siman (Tablo 3.1), ProRoot WMTA
(Dentsply Tulsa Dental Specialties, Johnson City, TN, ABD), Neo MTA Plus (Avalon
Biomed Inc, Bradenton, FL, ABD), Pd MTA White (Produits Dentaires SA, Isvigre)
kullanildi.
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Tablo 3.1

Kullanilan siman ¢esitleri ve igerikleri

URUN ADI

KiMYASAL iCERIK

URETICi FIRMA

ProRoot-WMTA

Toz: Portland siman,
bizmut oksit,
kalsiyum stilfat
dehidrat, trikalsiyum
silikat, dikalsiyum
silikat,  trikalsiyum
aliiminat,
tetrakalsiyum
aliiminoferrit

Likit: Distile su

Dentsply Tulsa
Dental  Specialties,
Johnson City, TN,
ABD

Neo MTA Plus

Toz: Trikalsiyum
silikat,  Dikalsiyum
silikat, Tantalum oksit
Likit:  Distile  su,
polimerler

Avalon Biomed Inc,
Bradenton, FL, ABD

Pd MTA White

Toz: Silisyum dioksit,
Potasyum oksit,
aliminyum trioksit,
sodyum oksit, demir
trioksit, kiikiirt
trioksit, kalsiyum
oksit, bizmut,
magnezyum oksit
Likit: Distile su

Prodpits Dentaires
SA, Isvigre
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Sekil 3. 8 : MTA Diskleri

Calismada kullanilan tiim malzemeler, aseptik kosullar altinda ve iireticilerin
talimatlarina uygun olarak laminer akish calisma kabininde otoklavda steril edilmis
karistirma cami tizerinde, steril spatiillerle karistirildi (Sekil 3.8). MTA tabancast ile teflon
halkalara (5 mm cap ve 2 mm yiikseklik, malzeme basina n = 3) tasind1 ve kondanse edildi.
Ornekler, 48 saat boyunca nemlendirilmis %5 CO2 ve %95 hava iceren bir inkiibatdrde

tamamen sertlesmesi icin birakildi. Ornekler deneyden 6nce ultraviyole 1sinlama altinda

45 dk sterilize edildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9 : UV ile Sterilizasyon

3.7 Caliyma Gruplarimin Belirlenmesi ve MTS ile Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Hazirlanan diskler ProRoot WMTA, Neo MTA Plus, Pd MTA White olmak lizere
i¢c deney grubu, pozitif ve negatif olmak tizere iki kontrol grubuna ayrildi. Pozitif konrol
grubuna kesin toksik oldugu bilinen dimetilsiilfoksit (C2HsOS) %20 eklenirken, negatif
kontrol grubuna hiicrelerin dogal yasam alan1 olan media ve hiicreler yerlestirildi. SCAP
(10.000 hiicre/kuyu) olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarna (Corning, Corning,
NY) ekildi. Hiicrelerin kaplara tutunmasi i¢in 1 giin beklendi. Daha sonra ProRoot
WMTA, Neo MTA Plus ve Pd MTA White diskler ile 1 hafta muamele edilmis medialar
22 um’lik filtreden (GVS Filter Technolog,USA) gecirildikten sonra verildi. Sonraki giin
medialar atildi ve igerisine PBS+glikoz%10+MTS(3-(4,5-dimetil-tiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksi-metoksi-fenil)-2-(4-siilfo-fenil)-2H  tetrazolyum CellTiter96 Aqueous One
Solution, Promega, Ingiltere,%10) soliisyonu konuldu (Sekil 3.10). 1 saatlik 37 °C
inkubasyon sonrasinda Elisa Reader (Enzyme Linked Immunosorbent Assay Palte
Reader) ile 1,4,7 ve 14. giin datalar1 490 nm de okutuldu (Sekil 3.11).
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Sekil 3. 10 : Hazirlanmigs MTS Soliisyonu

Sekil 3. 11 : Elisa Reader

3.7 Alkalin Fosfataz Aktivitesi Ile Odontojenik Farklilasmanin incelenmesi
SCAP’lar, 50.000 hiicre/kuyu yogunlugunda 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina

ekildi. Odontojenik farklilasma ortami, DMEM (1gr/lt) , 0.1 mmol/L deksametazon

(AppliChem, Darmstadt, Almanya), 10 mmol/L b-gliserol fosfat (Sigma-Aldrich, St
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Louis, MO) ve 50 mg/mL askorbik asit (Sigma-Aldrich) olarak hazirlandi. Media giin asir1
degistirildi ve hiicreler 14 giin boyunca odontojenik farklilagma ortami1 ile muamele gordii.
Pozitif kontol grubu farklilagmanin net olarak goriilebilecegi odontojenik farklilagma
mediasini igerecek sekilde; negatif kontrol grubu ise odontojenik farklilasma mediasi

igermeyecek sekilde hazirlandi.

SCAP’1n odontojenik potansiyelini degerlendirmek i¢in Alkalin fosfataz (ALP)
aktivitesi incelendi. Odontojenik farklilagmadan sonra, media ¢ikarildi ve hiicrelere, PBS
icinde lizis igin %0,2 (a/h) Triton X-100 (Bio Basic Inc, Markham, Ontario, Kanada)
eklendi. 2 saat oda sicakliginda vortekslendi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her bir oyuguna
hiicre lizat1 ilave edildikten sonra 80 pl ALP soliisyonu (BioAssay Systems, Hayward,
CA) ilave edildi. 15 dakikalik karanlikta inkiibasyondan sonra Elisa Reader kullanilarak
405 nm'de Ol¢tim yapild.

3.8 Alizarin Red Boyama ile Kalsifikasyon Odaklarinin Goriilmesi

Hiicreler, 25.000 hiicre/kuyu konsantrasyonunda 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekildi (Sekil3.12). Medialar uzaklastirildi. PBS ile yikandi. 30 dk boyunca 3ml
etanol%100 ile fikse edildi. Etanol uzaklagtirilip kurumaya birakildi.

Sekil 3. 12 : Hiicrelere boya eklenmeden dnce
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1 ml %2 alizarin red boyas1 (Lifeline Cell Technology, California, ABD) (Sekil 3.13)
eklendi ve esit sekilde dagilmasi i¢in hafifce sallandi. 15 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi (Sekil 3.14).

Sekil 3. 13 : Alizarin Red Boyast

Sekil 3. 14 : Alizarin Red ile boyanan hiicreler

Ug kez distile su ile yikandiktan sonra hiicreler 151k mikroskobu (ZEISS Ax10) ile
gozlendi (Sekil 3.15).
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Sekil 3. 15 : Isik mikroskobu

3.9 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Odontojenik farklilasmadan sonra, iiretici firmanin talimatlarina gére High Pure
RNA Izolasyon Kiti (Roche, Almanya) kullanilarak toplam RNA izolasyonu yapildi.
Tamamlayict DNA sentezi, High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, Indianapolis
Indianapolis, IN) kullanilarak yapildi. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) Maxima SYBR Green/ROX spektrofotometresi (Thermo Scientific) kullanilarak

farklilagma sonras1 markor genlerin ekspresyon seviyeleri belirlendi (Sekil 3.16).
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Sekil 3. 16 : Spektrofotometre

Tamamlayict DNA'lar, primerler ve Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix ile karistirildi. Verilerin normallestirilmesi i¢in referans geni olarak gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Genlerin primer dizileri Tablo 3.2°de
verilmistir. Tim RT-PCR deneyleri, iCycler RT-PCR saptama sistemi (Bio-Rad,
Hercules, CA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3. 17 : Bio-Rad RT-PCR cihaz
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Tablo3. 2 Primer Listesi

MARKER GEN DiziLimi (5’-3’)

OCN (Osteocalcin) GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT
TCAGCCAACTCGTCACAGTC

COL1A1 (Collagen type 1) CCACGCATGAGCGGACCCTAA

ATTGGTGGGATGTCTTCGTCTTGG

RUNX2 (Runt-related transcription factor2)  CCGCACGACAACCGCACCAT
CGCTCCGGCCCACAAATCTC

3.10 istatistiksel Analiz

RT-PCR ve ALP aktivite verileri ortalama +/- standart hatalar olarak
gosterilmistir. RT-PCR verilerinin sonuglari, GAPDH'nin haberci RNA seviyesine gore
normallestirildi. Sonuglarin istatistiksel analizi, tek yonlii varyans analizi ve ardindan
GraphPad Prism 5 yazilimi kullanilarak c¢oklu karsilastirma Anova Tukey testi
kullanilarak yapildi. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi olarak 0,05

kullanildi ve p<0,05 olmasi durumunda anlamli farkliligin oldugu kabul edildi.
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4 BULGULAR

Bu calismada farkli trikalsiyum silikat esasli simanlarin apikal papilla kok
hiicreleri  {lizerindeki etkisi sitoktoksisite ve odontojenik farklilagma agisindan

degerlendirildi.

4.1 SCAP Karakterizasyonu

Apikal papilla dokusundan izole edilen ve pasajlanan hiicrelerin akis sitometrisi

yontemi ile karakterizasyonu saglandi.

SCAP, akis sitometrisi ile CD14, CD29, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105,
CD44 ve CD166 yiizey antijenleri i¢in karakterize edilmek tizere analiz edildi. Hiicreler
CD29, CD73, CD44, CD90, CD105 ve CD166 igin pozitifken, CD14, CD34 ve CD45 i¢in

negatif sonucuna ulasildu.

Bu veriler, SCAP'lerin mezenkimal kok hiicre belirtecleri igin pozitif ve

hematopoetik kok hiicre belirtegleri i¢in negatif oldugunu gosterdi.

4.2 MTS ile SCAP Canlhihginin Degerlendirilmesi

Farkli MTA ¢esitlerinin apikal papilla kok hiicreleri lizerindeki canliliklarinin
Olciilmesi icin MTS yontemi kullanilmistir. Bu Odlgtimler 1., 4., 7. ve 14. giinlerde

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1” deki gibidir.
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EE Neo MTA Plus
E3 ProRoot WMTA
150- B3 PD MTA White
D Kontrol

1004

Canhlilik
%

50+

1.Giin 14.Giin

Sekil 4. 1 : MTS testi sonuglar1

MTS yontemi ile elde edilen 1., 4., 7. ve 14. giline ait canlilik degerleri

ortalamalarinin grafiksel goriiniimii. *isareti gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).

MTS yontemi ile 1. ve 4.giinde elde edilen veriler incelendiginde; canlilik degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. (p> 0,05) (Sekil 4.1)

7.ve 14.giin 6l¢iimlerinde ProRoot WMTA, Neo MTA Plus gruplari kontrol grubuna gore

canlilik degerleri arasinda anlamli farklilik gézlenmezken Pd MTA White grubunda
istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii (p<0,05).
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4.3 Alkalin Fosfataz Aktivitesi

Alkalin fosfataz aktivitesi degerlendirilen gruplarda ProRoot WTMA ve Neo MTA
Plus grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbzlenmedi (p>0,05).
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da en yiiksek ALP aktivitesi ProRoot WMTA grubunda
goriildi (p>0,05). MTA c¢esitleri arasinda en diisiik ALP aktivitesi istatistiksel olarak
anlaml diizeyde Pd MTA White grubunda oldugu tespit edildi (p<0,05). Negatif kontrol
grubu ile tim MTA gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii
(p<0,05). Boylece odontojenik diferansiyasyonun erken evresinde goriilen alkalin fosfataz

aktivitesinin tim MTA gruplarinda aktif oldugu goriildi. (Sekil 4.2).

ALP Aktivitesi

_1500- .

= e —

=

=

E 1000+ c

[ ——

= | d

-:",, 500 b

= %
I

Sekil 4 . 2 : Alkalin fosfataz aktivitesi oranlari
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4.4 QRT-PCR Bulgulan

Odontojenik farklilasmay1 degerlendirmek i¢in tiim gruplar QRT- PCR diizeyinde
degerlendirildi. Bu degerlendirme icin OCN, RUNX2, CollAl gen diizeyinde
degerlendirmeler yapildi.

OCN geni diizeyinde yapilan degerlendirmeye gore istatistiksel olarak en yiiksek diizey
ProRoot WMTA grubunda goriildi (p<0,05). Neo MTA Plus grubu diger MTA
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli olarak daha az diizeyde OCN gen ekspresyonu
goriildi (p<0,05) (Sekil 4.3).

RUNX2 geni diizeyinde yapilan degerlendirmede ise MTA gruplart arasinda
istatistiksel olarak en diisiik gen ekspresyonu diizeyi Pd MTA White grubunda goriildii
(p<0,05). Bu grupta diger MTA gruplarindan daha diisiik diizeyde olsa da negatif kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek gen ekspresyonu goriildii
(p<0,05). ProRoot WMTA ve Neo MTA Plus gruplarinda RUNX2 geninin ekspresyonu
kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasa da (p>0,05), Pd MTA White
grubundan anlamli 6l¢lide daha yiiksek goriildii (p<0,05). (Sekil 4.4)

Odontojenik farklilasma i¢in CollAl gen diizeyinde yapilan QRT-PCR sonras1 elde
edilen bulgular Sekil4.5te belirtildigi gibidir. Bu gen ekspresyonu MTA gruplari arasinda
ProRoot WMTA grubunda istatistiksel olarak en yiiksek diizeyde goriiliirken (p<0,05), Pd
MTA White ve Neo MTA Plus gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gbozlenmedi (p>0,05). Rakamsal olarak Pd MTA White grubunda CollAl gen
ekspresyonu Neo MTA Plus’ tan yiiksek diizeyde goriildii.

Odontojenik farklilasma konusunda aktif olmasi1 beklenen ti¢ farkli gende de Neo MTA
Plus, Pd MTA White ve ProRoot WMTA gruplarinda ekspresyon goézlendi. Tim MTA
cesitleri negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p<0,05).
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Gen Ifadesi Orani

Gen Ifadesi Orani
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Sekil 4. 3: OCN gen ekspresyonu oranlari
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Sekil 4. 4: RUNX2 gen ekspresyonu oranlari
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Gen Ifadesi Orani

COL1A1/18SRNA
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Sekil 4 .5: COL1A1 gen ekspresyonu oranlari
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4.5 Alizarin Red Boyama

Odontojenik farklilasmada kalsiyum birikintilerinin goriilebilmesi i¢in alizarin red

boyamasi yapildi. Boyama 6ncesi 6rnekler 151k mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil4.6)

Negatif Pozitif
Kontrol Kontrol

A

Neo MTA Plus ProRoot WMTA PD MTA White

Sekil 4 . 6 : Boyama oncesi 151k mikroskobu ile hiicrelerin goriintimleri

SCAP; ProRoot WMTA, Neo MTA Plus, Pd MTA White igeren odontojenik
farklilasma ortaminda kiiltiirlendi. Alizarin Red boyama yapildi ve SCAP’lerinin
olusturdugu Ca®" birikintileri 151k mikroskobunda gériintiilendi. MTA gruplar1 ve
odontojenik ortamla muamele edilmis SCAP’lerinde Ca?* tortular1 gériildii. Pozitif
Kontrol grubunda sadece odontojenik farklilasma ortami ile tedavi edilen hiicreler
tarafindan Ca®" tortu olusumu gdzlemlenmistir. Negatif kontrol grubu ise, tek basina
SCAP’lerini gostermektedir. Negatif kontrol grubunda Ca?* olusumu gériilmedi.
Calismada incelenen tiim MTA gruplarinin sert doku olusumu i¢in uygun ortamlar oldugu

dogruland (Sekil4.7).
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Negatif Pozitif
Kontrol Kontrol

Neo MTA Plus ProRoot WMTA  PD MTA White

Sekil 4. 7: Boyama sonrasi 151k mikroskobu ile hiicrelerin gériiniimleri
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5.TARTISMA

RET, ciiriik veya travma nedeniyle hasar gormiis olgunlasmamis daimi dislerin
kanal boslugundaki dentin-pulpa kompleksini yeniden olusturmak i¢in uygulanan tedavi
protokoliidiir. Bu tedavi yontemi ile dis kokiiniin gelisiminin devam etmesi ve disin
vitalitesini tekrar kazanmasi amaglanmaktadir [10]. RET’te bu hedefe kok kanalinin
dezenfeksiyonun, kan pihtisinin kanala indiiksiyonu, kanal girislerinin hermetik
kapanmasi ve koronal restorasyonun yapilmasi ile ulasilir. Eger kanallar etkili bir bigimde
temizlenebilir ve sizdirmaz bir restorasyon yapilabilirse, tedavinin prognozu 6nemli
o6lglide olumlu yonde gelismektedir [179]. Belirtilen sekilde kanal girislerinin sizdirmaz
sekilde kapatilmasi i¢in MTA kullanilmaktadir. S1izdirmazligin yani sira SCAP iizerindeki
etkileri de tedavi tizerinde etkili bir faktordiir. Bu ¢alismada RET te kullanilan ve piyasada
rutin olarak bulunan {i¢ farkli trikalsiyum silikat esasli simanin SCAP {izerindeki

sitotoksisite ve odontojenik farklilasmaya etkisi a¢isindan incelemek amaglanmustir.

Immatiir dislerde rejeneratif endodontik tedavinin basarili olabilmesi igin apikal
bolgedeki vital dokularin zarar gérmemis olmasi gerekmektedir [180]. RET ile pulpa
dentin kompleksinin yeniden insa edilebilmesi i¢in gerekli anahtar bilesenler; kok kanal
dezenfeksiyonu ve kok hiicreler tizerinde toksik olmayan materyallerin kullanimi olarak
siralanmistir [181]. Bu nedenle kullanilacak soliisyon ve medikamanlar tedavi seyri
tizerinde kritik 6neme sahiptir. Kullanilan materyallerin kok hiicrelere zarar vermemesi,

sitotoksik 6zellikte olmamasi gerekmektedir [182].

Hiicre kiiltiirleri birincil ve devamli olarak iki ¢esit yol ile elde edilebilir. Birincil
hiicre kultirt, canli dokudan 6rnek hazirlanarak elde edilir. Devamli hiicre kiltira ise,
sabit bir fenotipe sahip olan, sinirsiz boliinme yetenegi olan kiiltiirlerdir [183]. Apikal
papilla kok hiicreleri (SCAP), odontoblastlara, adipositlere, osteojenik ve sinir benzeri
hiicrelere farklilasma kapasitesi bulunan kok hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicrelerin bir

tipi olan SCAP’lerin rejeneratif tip ve doku mithendisligindeki kullanim1 artmigtir [184].
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Birincil huicre kiiltiriinde; elde edilmesinin ve korunmasinin zor olmasi, elde
edilen hiicrenin o dokuya ait oldugunun kanitlanmasimin zorlugu, kontaminasyon
tehlikesi, etik problemlerin ortaya ¢ikmasi gibi dezavantajlari vardir. Devamli hiicre
kiiltiirtinde ise pasajlanmasinin kolay olusu, hiicre gogalmasinin hizli saglanabilmesi, etik

problemlerin olmamasi gibi avantajlara sahiptir [185].

Devamli hiicre kiiltiirintin, dental pulpa veya diseti hiicrelerinin in vivo sahip
oldugu spesifik metabolik potansiyelden yoksun, basit replikasyon sistemleri oldugu iddia
edilmektedir [186]. Birincil hiicre kiiltiirii, insan in vivo doku yanitim1 daha giivenilir
sekilde vermektedir [187]. Bolgeye Ozgii metabolik aktiviteye sahip birincil hiicre
kullanimi ile gergege daha benzer kosullarin olusacagini diisiinerek ¢alismamizda in vitro

birincil hiicre kiiltiirii tercih edilmistir.

Kok hiicreler hasarli bir dokunun tekrar islevini yerine getirebilmesi ve tedavinin
saglanabilmesi i¢in rejeneratif tip alaninda kullanilan en 6nemli hiicrelerdir. Bu hiicreler
izole edildikleri bdlgenin 6zelliklerini tasimaktadirlar. Spesifik bir bolgedeki dokunun
onarimi i¢in o bdlgeden izole edilen hiicrelerin kullanilmasi gerekmektedir [188]. Kok
hiicre c¢alismalarinda kolay elde edilebilir olmasi, yiliksek proliferasyon kapasitesi

sebebiyle mezenkimal kok hiicreler siklikla kullanilmaktadir [189].

Apikal bolgede bulunan SCAP daha once kesfedilen [137] dis pulpasi kok
hiicrelerine (DPSC) benzer ozellikler gosterse de, histolojik, immiinohistokimyasal,
hiicresel ve molekiiler analizlerle degerlendirilen bir¢ok agidan farkli davranmaktadir.
SCAP"in kok dentin olusumundan sorumlu primer odontoblastlarin kaynagi oldugu, buna
karsin hDPSCs’nin tamir dentini iireten odontoblastlarin yerini aldigi bilinmektedir. Bu
kanitlar, gelismekte olan bir dokudan tiiretilen SCAP'nin, doku rejenerasyonu igin tistiin
bir hiicre kaynag1 olabilen erken kok hiicrelerin bir popiilasyonunu temsil edebilecegini
gostermektedir [18].

SCAP’nin DPSC’ye gore popiilasyonunu daha hizli arttirdigi, daha ytiksek doku

rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu, kok hiicreye 6zgii daha ¢ok pozitif yiizey antijeni
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barindirdig1 ve antiapoptotik protein ekspresyonun daha c¢ok oldugu tespit edilmistir
[190].

Komplike kron kirigi olan immatiir dis ile ilgili yapilan bir ¢alismada pulpa
uzaklastirilmasimna ragmen apikal papilla varligi kaybolmadigi i¢in kdk olusumunun
devam ettigi gozlenmistir. Yapilan calismalarda immatiir dislerde pulpa dokusuna
dokunmay1p apikal papilla uzaklastirildiginda kok ucu olusumunun devam etmedigi
gozlemlenirken apikal papillas1 uzaklastirilmayan dislerde kok olusumu devam etmistir

[18].

Calismalarda SCAP pasajlanmasi i¢in bir hafta beklenmesi yeterli olurken
DPSC’ler i¢in daha uzun siire beklenmesi gerektigi bildirilmistir. SCAP kolonileri hem
erken silirede hem de ¢ok sayida olugsmaktadir [191]. Bu ¢alismada yukarida bahsedilen

s6z konusu tiim bu sebeplerden dolayi apikal papilla kok hiicreleri kullanilmistir.

Baslica apikal papilla kok hiicre kaynaklari arasinda ¢ekilmis yirmi yas disleri,
ortodontik tedavi veya travma sebebiyle ¢ekilen apeksi agik dislerdir. Apikal papilla kok
hiicre caligmalarinda, ¢ekim endikasyonu bulunmasi ve kolayca elde edilebilmesi
sebebiyle siklikla yirmi yas disleri kullanilmaktadir. Ayrica en son gelisen dis olmasi
sebebiyle gelisiminin erken doneminde ¢ekildiginde pulpa dokusu agisindan zenginlerdir

[192, 193].

Caligmamizda, ¢ekim endikasyonu siklig1, kolay elde edilebilir olmalari, pulpa
dokusu acisindan zengin olmalari, agiz ortami kosullarindan etkilenmemis olmasi
nedeniyle apeksi agik yirmi yas disleri kullanilmistir. Geng donoérlerden elde edilen kok
hiicrelerin daha iyi proliferasyon ve diferansiyasyon gosterme kabiliyetinden dolay1 14-
18 yas araligindaki hastalar tercih edilmistir [193]. Tiim hastalarin ebeveynlerine Etik
Kurul tarafindan izin verilmis olan bilgilendirilmis goniillii onam formu agiklandiktan
sonra imzalatilmistir.

Hiicrelerin canliligin1 tespit etmek ic¢in ¢esitli tetrazolyum bilesikleri
kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan bilesikler sunlardir: MTT, MTS, XTT ve
WST-1. MTS testi (5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil tiyazol)-3-(4-siilfofenil)

tetrazolyum, i¢ tuz tahlili) bir kolorimetrik tahlildir. M TS testi hizli, hassas, ekonomik ve
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spesifik bir in vitro sitotoksisite testidir. Kullanimi1 kolay, hizli, giivenilir ve ucuz oldugu
icin sitotoksisite Ol¢iimiinde ideal o6zellikler saglamaktadir. Bu nedenle, toksikolojik

degerlendirmeler igin kullanilmaktadir [160, 161].

MTA ve biyoseramik bir kdk kanal dolgusu olan iRoot SP'nin insan disi kok
hiicrelerinin (hTGSC'ler) hiicre canliligi, sert doku biriktirme kapasitesi ve odontojenik
farklilasmasi tizerindeki etkisini karsilagtirmak i¢in yapilan bir ¢caligmada 1. ve 3. giinler

hiicre canliliklarin1 degerlendirmek i¢in MTS testi kullanilmistir [194].

MTS yontemi, MTA, Biodentine ve MM-MTA'nin insan alveolar kemik iligi kok
hiicrelerinin hiicre canliliginin incelendigi bir ¢calismada sitotoksisiteyi degerlendirmek

i¢in kullanilmistir [195].

MTA Fillapex (MTA bazl salisilat rezin igerikli kanal pati), iRoot SP
(biyoseramik igerikli kanal pat1) ve AH Plus Jet’in (epoksi rezin igerikli kanal pati)
hTGSC’ler iizerindeki sitotoksik etkisini inceleyen ¢alisamada MTS yontemiile 1., 3., 7.,

ve 14., giinler hiicre canlilig1 degerlendirilmistir [196].

MTA ve Biodentine’nin periodontal ligament fibroblastlar1 tizerindeki sitotoksik
ve hiicresel adezyonunu degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alisma da MTS soliisyonu ile
muamele edilen hiicrelerdeki degisimler 12.saat, 24.saat, 48.saat, 5.glin ve 7.giin

mikroplate okuyucu ile degerlendirilmistir [197].

Biyoaktif tekil dagilimli nanokiirelerin uzun donem antibakteriyel etkisinin
endodontik sizdirmazlik agisindan etkisini inceleyen bir ¢alismada Endomethasone C, AH

Plus ve ProRoot WMTA garuplarina 1.,4. ve 7. giinlerde MTT testi kullanilmigtir [198].

Chang ve arkadaslar1, Bioaggregate, Micromega MTA, ProRoot WMTA ve ara
restoratif materyalin (IRM) insan pulpa hiicreleri tizerindeki biyouyumlulugunu 1, 7 ve
14. giinlerde MTT testi ile degerlendirmistir. Bioaggregate, Micromega MTA ve ProRoot
WMTA’nin  esit  biyouyumluluk  gosterdigini; IRM’nin  bu  malzemelerle

karsilastirildiginda sitotoksik etkisi oldugunu bildirmislerdir [199].
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Luo ve arkadaglari, dort farkli konsantrasyonda Biodentine soliisyonunun
(Biodentine 0,02 mg/ml; Biodentine 0,2 mg/ml; Biodentine 2 mg/ml; Biodentine 20
mg/ml) 1., 3., 5. ve 7. giiniin sonunda DPSC'ler iizerindeki etkilerini MTT testi ile
incelemislerdir. Biodentine 0,2 mg/ml ve Biodentine 2 mg/ml gruplarmin DPSC'lerin
proliferasyonunu arttirdigint ancak biodentine en yiiksek konsantrasyonu 20 mg/ml’nin

sitotoksik etki ile hiicre proliferasyonunu azalttigin1 gostermislerdir [200].

Rodrigues ve arkadaslari, MTA Plus ve MTA Angelus'un insan pulpa kok
hiicreleri lizerindeki etkilerini MTT testi ile degerlendirmis ve hi¢bir deney grubunun
hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi olmadigini belirtmiglerdir. Ayrica akis sitometrisi ile
apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarini da incelemis ve her iki deney grubundaki apoptotik
hiicre oranlar1 birbirine ve pozitif kontrol grubuna benzer bulmuslardir. MTA Plus ve
MTA Angelus'un apoptozu indiiklemedigini ancak nekrotik hiicrelerde kiiciik bir artisa
neden oldugunu belirtmislerdir [201].

Tanomaru-Filho ve arkadaslari, Neo MTA Plus, MTA Angelus ve tantal oksit
iceren trikalsiyum silikat simanin biyouyumlulugunu MTT testi ile arastirdiklarinda

DPSC'ler iizerinde biyouyumlu etkilerinin oldugunu bildirmislerdir [129].

Neo MTA Plus, MTA Angelus ve MTA Repair HP'nin dis pulpas: kok hiicreleri
tizerindeki etkilerini inceleyen bir ¢alismada 1, 3 ve 7. giinlerde MTT testi kullanilmistir.
Calisma sonucunda her tiglinde de yiiksek diizeyde hiicre ¢ogalmasi ve baglanmasi
oldugunu bildirilmistir [202].

Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada Neo MTA Plus, Biodentine ve ProRoot
WMTA’nin DPSC iizerindeki sitotoksik etkisi inceleyen bir ¢alismada 1., 3. ve 7.,
giinlerde MTT testi uygulannustir. Ug materyalin de sitotoksik olmadig1, apoptoza neden

olmadig1 ve biyomateryal olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [203].

Bir biyoseramik igerikli kok kanalp pati olan iRoot Fast Set (iRoot FS)’in, insan
SCAP proliferasyonu, gogii ve osteo/odontojenik farklilagmasi iizerindeki in vitro
etkilerini arastirmak icin canlilik testi olarak MTT yontemi kullanilmistir. MTT testi

1.,2.,3. ve 4.giin uygulanmistir. iRoot FS’in yeterli biyouyumluluga sahip oldugu ve
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apeksifikasyonda apikal bariyer olarak veya rejeneratif endodontik tedavide koronal

sizdirmazlik materyali olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir

[204].

Ayrica MTS yontemi ¢esitli ¢aligmalarda kullanilmistir. Sodyum pentaborat
pentahidratin dis ve kemik rejenerasyonunda iyi bir alternatif olacagini diisiinerek yapilan
bir ¢calismada [205]; kalsiyum hidroksit igeren simanlar ile MTA nin hTGSC’lerin
proliferasyon ve farklilasmasi {izerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada [206]; dental
pulpa kok hiicreleri ile prostat kanserinin proliferasyon ve migrasyon agisindan iligkisini
degerlendiren bir calismada [207]; MTA nin farkli bir tasiyict (KY-Jelly) ile
kullanilmasinin sitotoksik etkisini incelemek isteyen bir caligmada [208] MTS yontemi

kullanilmuastir.

Bu ¢alismada ProRoot WMTA, Neo MTA Plus ve Pd MTA White olmak tizere ii¢
farkli MTA c¢esidinin SCAP {izerindeki sitotoksik etkisini degerledirmek i¢in 1.,4., 7. ve
14. gin MTS testi uygulanmistir. 1. ve 4. giinler sitotoksite acisindan bir fark
gozlenmezken 7. ve 14. giinlerde Pd MTA White’nin canlilik oraninda diger gruplara
kiyasla diisiis meydana gelmistir. ProRoot WMTA ve Neo MTA Plus arasindaki bu benzer
etki onceki ¢alismalar1 destekler nitelikte olmasina ragmen Pd MTA White ile ilgili
literatiirde bir ¢alisma olmadigi i¢in diger ¢alismalarla karsilastirilamamistir. Pd MTA
White i¢in elde edilen bu bulgunun igerik kaynakli oldugunu diisiinsek de farkli sitotoksite
testleri ile Pd MTA White ile ilgili ileri calismalar yapilmasi gerektigi agiktir.

Rejeneratif tedavide bir materyal i¢in biyouyumluluk kadar sert doku olusumunu
indiiklemesi de 6nemli bir 6zelliktir. Materyallerin mineralizasyonu uyarma yetenekleri

farkl1 hiicresel biyokimyasal belirteglerin ekspresyonu ile degerlendirilebilmektedir [209].

Mezenkimal k&k hiicrelerin osteojenik farklilasmalari ii¢ evreye ayrilir. ik evre 1-
4 giin siirer ve hiicre sayisi en iist diizeye ulasir. Bu erken farklilagsma evresinde alkalin
fosfataz (ALP) transkripsiyonu ve protein ekspresyonu meydana gelir [210]. Daha sonra
ALP seviyesinin azalmasi ile birlikte ikinci evre baslar. Bu asamada matriks i¢inde
mineral toplanmaya baglar ve tip 1 kollajen (Col1Al) ekspresyonu meydana gelir [211].

Son olarak 14-28 giin siiren 3. evrede kalsiyum ve fosfat birikirken ayni zamanda
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Osteokalsin (OCN), Osteopontin (OPN) ve Runt ile iliskili Transkripsiyon Faktér 2 (
RUNX2) gen ekspresyonu yiikselir [211, 212].

RUNX2 osteoblastik degisimde 6nemli bir role sahiptir. Erken donem kemik
olusumu sirasinda bu genin ekspresyonunda artis gézlenmektedir. Osteojenik farklilagma
belirteci olan bu genin eksikliginde veya mutasyonunda kemik anomalileri meydana

gelmektedir. OCN, osteoblastlar tarafindan sentezlenen osteojenik bir belirtectir [213].

Mezenkimal kok hiicrelerinde elde edilen besi yeri ile insan embriyonik kok
hiicrelerinin kiiltiire edildigi bir calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda osteojenik
aktivitenin hizlandigi, ALP, OPN, OCN, RUNX2 ekspresyonlarinin arttig1 ve ortamda
kalsiyumun biriktigi gozlenmistir [214]. Bu hiicre dis1t matristeki mineralizasyon,
kalsiyum ve fosfat birikintileri von Kossa [215] veya Alizarin Red [216] boyamas ile

gorsellestirilmektedir.

Kalsiyum silikat esasli materyallerin biyoaktivite ¢alismalarinda odontojenik,
osteojenik enzim ya da genlerin ekspresyonu ve miktari1 incelenmektedir. Bu amagla en
sik kullanilan yontem RT-PCR, ALP enzim aktivite testleri ve Alizarin Red ile boyamadir

ve ¢alismamizda da bu yontemler kullanilmistir.

MTA, Total Fill (biyoseramik igerikli kanal dolgu pati) ve Biodentine’nin insan
kemik iligi kok hiicreleri tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada, ALP aktivitesinin
Elisa yontemi ile; OPN, OCN, Col1A1 genleri RT-PCR yo6ntemi ile incelenmistir. Ttim
gruplarin ALP aktivitesini zamana bagli olarak arttirdigi ve sert doku olusumunu

indiikledikleri bildirilmistir [217].

ProRoot WMTA, Biodentine ve Kalsiyum hidroksit igerikli bir kanal patinin
sitotoksisite agisindan degerlendirmek igin MTT testi uygulanmig ve odontojenik
farklilagsmalarin1 karsilastirmak igin ALP aktivitesi incelenmistir. Kalsiyum hidroksitin
ALP gen ekspresyonunu anlamli derecede azalttig1 goriilmistiir. Biodentine’nin MTA’ya
oranla daha fazla ALP gen ekspresyonu sagladigi ve daha fazla mineralizasyon meydana
geldigi bildirilmistir [218].
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Yapilan bir ¢caligmada Biodentine, TheraCal LC (rezin igerikli kalsiyum silikat
liner) ve MTA Angelus’un DPSC {izerindeki canlilik ve odontojenik farklilagmalari
incelenmistir. Odontojenik farklilasmayr RT-PCR yontemi ile ALP, OCN, Kemik
sialoprotein, RUNX2, dentin sialoprotein biyolojik belirtegleri  kullanilmustir.
Biodentine’nin ve MTA Angelus’un ALP seviyelerinde belirgin artis gozlenirken
TheraCal LC’de belirgin artis gdzlenmemistir. EN yiiksek ALP aktivitesi Biodentine’de
gbzlenmistir [219].

Root Repair Material Putty (RRMPU,Brasseler), Root Repair Material Paste
(RRMPA, Brasseler), Fast-set Putty (FSP, Brasseler), Biodentine, ve ProRoot WMTA
osteojenik potansiyelini degerlendirmek amaciyla alkalen fosfataz aktiviteleri
Olgiilmiistiir. Test edilen biyoseramikler, MTA'dan daha yiiksek seviyelerde
biyouyumluluk ve biyoaktivite gostermistir; RRMPU ve FSP ile MTA'ya kiyasla daha
yiiksek bir mineralizasyon kapasitesi gosterdigi hiicre kiiltiirlerinde mineralize nodiillerin

gozlemlenmesi ve Alizarin Red boyamasi ile dogrulanmistir [220].

Endosequence biyoseramik igerikli kok kanal patinin (ESRRM; Brasseler USA,
Savannah, GA), sitotoksisitesinin ve sert doku olusumunun ProRoot WMTA (Dentsply
Tulsa Dental, Tulsa, OK) ve Geristore isimli rezin modifiye cam iyonomer siman (GR,;
Den-Mat LLC, Santa Maria, CA) ile karsilastirildigi bir calismada bu materyallerin
alkalen fosfataz aktivitesi degerlendirilmistir. ESRRM’nin , ALP aktivitesini azaltirken

ProRoot WMTA ve GR’nin ALP aktivitesini arttirdigi bildirilmistir [209].

ProRoot WMTA’nin biyouyumlulugunu ve odontoblastik farklilagmasini
inceleyen bir ¢alismada 7. ve 14. Giin alkalen fosfataz aktivitesi degerlendirilmis kontrol
grubuna gore anlamli bir yiikselme oldugu tespit edilmis ve alizarin red boyasi ile

mineralizasyon nodiilii olusumlart gozlenmistir [199].

ProRoot WMTA, Biodentine ve MM-MTA’nin alveol kemik iligi kok hiicreleri
tizerindeki biyouyumlulugu ve mineralizasyonunu inceleyen bir c¢alismada alkalen
fosfataz seviyeleri ve kalsiyum birikintilerinin goriilmesi i¢in Alizarin Red boyasi
kullanilmistir. Bu ii¢ materyalin de ALP seviyelerinde artisa neden oldugu ol¢iilmiis ve

boyama ile mineralizasyon odaklar1 goriilmistiir [195].
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Ortho MTA, MTA Angelus, Biodentine ve IRM (Gegici restoratif materyal)’nin
hDPSC iizerindeki biyouyumluluk ve odontojenik diferansiyasyon etkisini incelemek i¢in
yapilan bir ¢calismada MTT canlilik testi kullanilmis, MTA ve Biodentine gruplarinda
benzer sitotoksik etki gozlenmistir. IRM grubunda daha az canlilik gézlenmistir. Angelus
MTA ve Biodentine’de mineralize nodiil olusumu ve ALP seviyelerinde belirgin artis
gozlenirken, IRM’de ALP seviyesi azalmistir. En yiiksek ALP seviyesinin Ortho MTA
grubunda oldugu bildirilmistir. Dentin sialoprotein, osteonektin, OPN, OCN gibi
biyokimyasal belirtecler iizerinde kalsiyum silikat esasli simanlarin olumlu etkisi oldugu

gozlenmistir [221].

ProRoot WMTA, RetroMTA ve Biodentine’in SCAP {izerindeki odontojenik
farklilasmas1 Alizarin Red boyama ve RT-PCR ile degerlendirilmistir. Biodentine
grubunda Alizarin Red boyama ile kalsifikasyon odaklari gézlenmistir. ProRoot WMTA
ve RetroMTA gruplarinda mineralizyon bulgulari boyama ile goriilememistir. Retro MTA
grubunda odontoblastik belirteclerdeki artis en diisiik seviyede gozlenmistir. Bu durumun

onceki galismalara benzer oldugu bildirilmistir [222].

Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore trikalsiyum
silikat esasli simanlar ALP aktivitesini ve kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasini
artirma yetenegine sahiptir [223-225]. Bizim ¢alismamizda da incelenen trikalsiyum
silikat esasli simanlarin ALP aktivitesini arttig1 goriilmiistiir. ProRoot WMTA ve Neo
MTA Plus’in ALP aktivitesinin Pd MTA White‘dan daha yiiksek olmasinin nedeninin,
benzer elementlerden (kalsiyum, silikat, fosfat, karbon, oksijen) olussalar da, farkli bir
genel birlesim (trikasliyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum oksit) olmasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Bu ¢alismamizda da odontoblastik farklilagma tiim gruplarda OCN, RUNX2 VE
CollA genlerinin ekspresyonundaki artis ile sonuglanmistir. Mineralize kalsiyum odaklari
alizarin red boyama ile mikroskop altinda gozlenmistir. Calismada kullanilan trikalsiyum
silikat esasli simanlarin sert doku olusumunu arttirdig1 sonucu 6nceki galismalar ile de

paralellik gdstermektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Trikalsiyum silikat esasli olan ti¢ farkli MTA g¢esidinin (ProRoot WMTA, Neo
MTA Plus, Pd MTA White) apikal papilla kok hiicre canlilig1 ve odontojenik farklilasma

tizerideki etkisinin incelendigi bu in vitro ¢alismanin sinirliliklari dahilinde asagida

belirtilen sonuc¢lara ulasmak miimkiindiir:

ProRoot WMTA, Neo MTA Plus, Pd MTA White‘in SCAP canliligi
tizerindeki etkileri arasinda 1. ve 4. giinlerde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. Ancak 7. ve 14 .giinlerde Pd MTA White canliliga etkisi
tizerinde diger MTA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma gortilmektedir.

ProRoot WMTA, Neo MTA Plus, Pd White MTA‘nin ALP aktivitesi ve QRT-
PCR ile gen ekspresyonlar: incelenmistir. Tim gruplar odontojenik
farklilasmay1 pozitif olarak etkilemektedir. CollAl gen ekspresyonu en
yiiksek ProRoot WMTA grubunda goriilmiistiir. OCN geni {izerinde Pd MTA
White’in etkisi yine farklilasmaya uygun ortam olusumu saglamis olsa da
ProRoot WMTA ve Neo MTA’dan anlamli olarak daha diisiik eskpresyon
orani Ol¢iilmiistiir. En yiliksek diizey ise ProRoot WMTA grubundadir.
RUNX2 gen ekspresyonu i¢in en yiiksek oran ProRoot WMTA ve Neo MTA
Plus grubundadir.

ProRoot WMT, Neo MTA Plus ve Pd MTA White simanlar apikal papilla kok
hiicreleri tizerinde ALP aktivitesini ve odontojenik farklilagmasini artirma
yeteneklerine sahiptir. Sert doku olusumu i¢in Cat2 birikintileri iic MTA

grubunda da izlenmistir.

Farkli trikalsiyum silikat esasli simanlarin, ¢esitli ve birbirini destekleyen yontemlerle

hem canlilik lizerinde hem de odontojenik farklilagmaya etkisinin incelenmesi amaciyla

hem in vivo hem de in vitro ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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BEZMIiALEM UNIVERSITESI DiS HEKIMLiIGIi FAKULTESI-
ENDODONTI BOLUMU

Arastirmanin Adi

Trikalsiyum Silikat Esasli Simanlarin Apikal Papilla Kk Hiicre Canlilig: Uzerine
Etkisi

Arastirmanin Amaci

Yeni stirmiis dislerin canliigini kaybedip gelisiminin aksamasi durumunda
gelisiminin devam edebilmesi i¢in kok kanali icerisine ilaglar yerlestirilmektedir. Bu
ilaglar dislerin temizlenmesini ve tekrar canli hiicrelerin dise ulagmasini saglamaktadir.
Temizligi saglanan dis koklerine farkli yontemlerle kan hiicrelerinin tekrar ulagmasi
saglanip Tlzeri sertlesebilen malzemelerle (trikalsiyum silikat esasli simanlarla)
kapatilmaktadir. Uzun siire kontrollii takipler ile disin canlilik testine pozitif cevaplar
vermesi beklenir. Bu calismada sert doku olusumunu saglayan simanlarin kok hiicreler

tizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Bu calismada sizin (18 yas altinda olanlar i¢in, sorumlulugunuz altinda olan
hastanin) ¢ekilmis disi kullanilacaktir. Bu dislerin ¢ekimi sizin rutin tedavinizde
planlanmis olup c¢ekim isleminden sonra herhangi bir isleme ihtiya¢ olmayacaktir.
Aragtirmamiz  Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimiiniin

laboratuvarinda yapilacaktir.
Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Tahmini Goniillii Sayisi
Aragtirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayist 3-5 tir.
Arastirmada uygulanacak tedaviler
Arastirma sirasinda size uygulanacak herhangi bir tedavi yoktur.
Goniilliiniin maruz kalacag ongoriilen riskler veya rahatsizhiklar

Goniilliinlin maruz kalacagi 6ngdriilen risk veya rahatsizlik bulunmamaktadir.
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GoOniilliinlin  arastirmaya katilmi istege baghdir ve istedigi zaman,
herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢bir hakkini kaybetmeksizin
aragtirmaya katilmay1 reddedebilir veya arastirmadan g¢ekilebilir. Goniilliiniin kimligini
ortaya cikaracak kayitlar gizli tutulacaktir, kamuoyuna agiklanamayacaktir; arastirma
sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi géniilliiniin kimligi gizli kalacaktir. izleyiciler,
yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin goniilliiniin
orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilir, ancak bu bilgiler gizli
tutulacaktir. Bu formun imzalanmasiyla goniilli veya kanuni temsilcisi s6z konusu
erisime izin vermis olacaktir. Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya
katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniillii veya

kanuni temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.

Bilgilendirilmis goniilli olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida
ad1 belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigima, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Soz
konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul

ediyorum.
Goniilliinin,
Ad1 ve Soyad:
Imza:
Tarih:
Anne ve baba veya kanuni temsilcinin,
Ad1 ve Soyad:
imza:
Tarih:
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