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BiYOSERAMIK ICERIKLI KOK KANAL TAMIiR MATERYALLERININ
PERIODONTAL LiIGAMENT HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK
ETKISi
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Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Pedodonti Anabilim Dah Dis Hekimliginde Uzmanhk Tezi
Kasim 2024
Damsman Dr. Ogretim Uyesi Ozgiir DOGAN

OZET

Amac: Calismamizin amaci, Cocuk Dis Hekimligi’nde endodontik tedavi
prosediirlerinde siklikla kullanilan dort farkli biyoseramik icerikli kok kanal tamir
materyalinin insan periodontal ligament hiicrelerine olan sitotoksik etkisini
kargilagtirmaktir.

Gerec ve Yontem: Calismamizda ¢ekilmis birinci kii¢iik az1 disinden elde edilen
periodontal ligament fibroblast hiicresi kullanildi. Hiicreler NeoMTA® 2, NeoPUTTY®,
Biodentine ve MTAFlow = White’a lamel iizerinde direkt ve indirekt temas ettirilerek
MTT sitotoksisite testi yapildi. Real Time PCR yontemi ile 24. ve 48. Saat apoptozis gen
ifadeleri diizeyleri tespit edildi. Calismada elde edilen bulgularin istatiksel
degerlendirilmesinde, IBM SPSS istatiksel paket yazilim programi kullanildi.

Bulgular: MTT sitotoksisite sonuglarina gére MTAFlow'" White grubunda direkt
temasta istatiksel olarak anlamli derecede diisiik hiicre canlilik aktivitesi saptanmistir (p<
0.05). 48. Saatte NeoMTA® 2 disinda tiim materyallerde direkt temasta kontrole gore
hiicre canlilik aktivitesinin daha az oldugu bulunmustur. NeoMTA® 2 hem direkt hem
indirekt temasta hiicre canlilik aktivitesi kontrol grubuna gore yiiksek olan tek materyal
olmustur. NeoMTA® 2 grubunda direkt temas 48. Saatte proapoptotik belirteglerden
caspase-3 gen ifadesi kontrole gore istatiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p< 0.01).

Sonu¢: NeoMTA® 2 hem MTT sitotoksisite testinde hem Real Time PCR
apoptozis gen belirteclerine gore en az sitotoksisite gosteren materyal olmustur.
NeoMTA® 2, NeoPUTTY®, Biodentine™ ve MTAFlow'" White biyouyumlu materyaller
olup daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Biyoseramik, Real Time PCR, Sitotoksisite, Periodontal
Ligament Hiicresi, MTA
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CYTOTOXIC EFFECT OF BIOCERAMIC ROOT CANAL REPAIR
MATERIALS ON PERIODONTAL LIGAMENT CELLS

Meliksah URAL
Afyonkarahisar Health Science University
Faculty of Dentistry Department of Pediatric Dentistry Specialization Thesis
November 2024
Supervisor: Assist.Prof. Ozgiir DOGAN

ABSTRACT

Objective: Our study aimed to compare the cytotoxic effect of four different
bioceramic root canal repair materials commonly used in endodontic treatment
procedures in Pediatric Dentistry on human periodontal ligament cells.

Materials and Methods: Periodontal ligament cells obtained from extracted first
premolars were used in the study. MTT cytotoxicity test was performed by direct and
indirect contact of cells with NeoMTA® 2, NeoPUTTY®, Biodentine™ and MTAFlow ™
White on coverslips. Apoptosis gene expression levels at 24th and 48th hours were
determined by Real Time PCR method. IBM SPSS statistical package software program
was used for statistical evaluation of the findings obtained in the study.

Results: Statistically significantly lower cell viability was detected in the
MTAFlow White group in direct contact (p< 0.05). According to MTT cytotoxicity
results, cell viability activity was found to be less than the control in direct contact in all
materials except NeoMTA® 2 at 48 hours. NeoMTA® 2 was the only material with higher
cell viability activity in both direct and indirect contact compared to the control group. In
NeoMTA® 2 group, caspase-3 gene expression, one of the proapoptotic markers, was
statistically significantly lower than the control at 48 hours of direct contact (p< 0.01).

Conclusion: NeoMTA® 2 showed the least cytotoxicity according to both MTT
cytotoxicity test and Real Time PCR apoptosis gene markers. NeoMTA® 2, NeoPUTTY®,
Biodentine" and MTAFlow™ White are biocompatible materials and longer-term studies
are needed.

Keywords: Bioseramic, Cytotoxicity, Periodontal Ligament Cell, MTA
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BiYOSERAMIK ICERIKLI KOK KANAL TAMIR
MATERYALLERININ PERIODONTAL LIGAMENT HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKIiSi

1. GIRIS ve AMAC

Biyoseramik materyaller dokularin onarimi ve yenilenmesi i¢in tasarlanmis olup,
giiniimiizde dis hekimligi tedavi protokollerinin birgogunda kullanilmaktadir. Biyoaktif,
biyouyumlu, iistiin fizikokimyasal 6zellikler gosteren biyoseramik dental materyallerin;
siit ve stirekli dislerin vital pulpa tedavilerinde, apeksifikasyon tedavisinde, kok kanal
obturasyonunda, rejeneratif endodontide, furkasyon ve kok perforasyonu onarimlarinda
uygulandiginda basarili sonuglar ortaya ¢ikmasi ile giiniimiizde ¢ocuk dis hekimliginde

kullanimi1 yayginlasmistir (1,2).

Biyoseramik igerikli kok kanal tamir materyalleri kimyasal olarak kalsiyum silikat
ve kalsiyum fosfat icerikleri bir araya getirilerek kullanima sunulmustur. Bu materyaller
icerisinde ilk olarak tanitilan ve hidrolik kalsiyum silikat igerikli olan Mineral Trioksit
Aggregate (MTA), 1990’11 yillarin baginda dis hekimligi uygulamalarina dahil olmustur
ve giiniimiizde 6zelllikle endodonti ve pedodonti pratiginde rutin kullanima sahip bir
materyaldir. Yiiksek biyouyumluluk gostermesi, sizdirmazlik 6zelliginin iyi olmasi,
pulpa ve periradikiiler dokularda rejenerasyon potansiyelini artirmasit MTA’nin dental
tedavilerde altin standart olarak kabul edilmesini saglamistir (3). Bu avantajlarinin
disinda kronda renk degisikligine sebep olmasi, manipiilasyon zorlugu ve hedef bolgeye

yerlestirme zorluklar1 yeni materyal arayislarina yol agmustir.

Son zamanlarda ¢ok sayida MTA icerikli kok kanal tamir materyali piyasaya
striilmiistiir. Yeni materyallerde; manipiilasyon zorlugunu ve heterojen karigma
ihtimalini gidermek amaciyla 6nceden kanstirilmis macun formu olan materyaller
iiretilmistir. Toz-likit formunda olan materyallerde de farkli toz-likit oranlarinda
karigtirarak ve materyalin kivamini degistirerek uygulama uglarinda farkliliklarla

endikasyona gore yerlestirme kolaylig1 saglamak hedeflenmistir (4).

NeoMTA Plus®’tan daha sonra piyasaya sunulan NeoMTA® 2 iiretici firmaya
gore gelistirilmis formiili kolay manipiilasyonuna ve yerlestirilmesine olanak

1



saglamaktadir. Kronda renklenmeye sebebiyet veren bizmut oksit yerine radyoopasite
verici olarak tantalum oksit icerir. Degisen toz likit oranina gore farkli kivamlarda
hazirlanabildigi i¢in farkli endikasyonlarda da kullanimi miimkiindiir (5). NeoMTA® 2

piyasaya yeni siiriilen bir materyal oldugu i¢in hakkindaki literatiir bilgisi heniiz sinirlidir.

NeoPUTTY® trikalsiyum silikat esasli onceden karistirilmis macun kivaminda
klinik uygulamaya hazir bir materyaldir. Kalsiyum silikat icerikli hidrofilik simanlarin
karigtirilmast esnasinda heterojen kivam olusmasi dezavantajimin ortadan kaldirilmasi

amaci ile {iretilmistir (6).

Biodentine™ 2009 yilinda MTA’nin dezavantajlarin1 gidermek {izere piyasaya
dentin yerine gegen materyal olarak sunulmus olup vital pulpa tedavileri, furkal ve kdk
perforasyon onarimi gibi ¢esitli dig hekimligi uygulamalarinda basartyla kullanilmaktadir
(7). Literatir incelendiginde Biodentin™’in tedavilerdeki basarisi, yiiksek
biyouyumlulugu ve sert doku olusumunu indiiklemesi sebebiyle yeni gelistirilen
biyoseramik icerikli materyallerle birlikte ylriitilen ¢ogu calismada yer aldig

goriilmiistiir (8).

MTAFlow™ White kalsiyum silikat esasli su bazli bir jel ile karigtirilan yeni bir
malzemedir. Onceki versiyonuna gore potansiyel renk degisikliginin niine gegmek igin
iretilmistir. Malzemenin hidrasyonu i¢in kullanilan su bazli jel, malzemenin 'ince', 'kalin'

ve 'macun' olmak tizere li¢ kivamda kullanilabilme firsatin1 sunmustur (4).

Calismamizin  amaci, Cocuk Dis Hekimligi’nde endodontik tedavi
prosediirlerinde siklikla kullanilan dort farkli biyoseramik icerikli kok kanal tamir
materyalinin insan periodontal ligament hiicrelerine olan sitotoksik etkisini

kargilagtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periodonsiyum ve Islevi

Periodonsiyum,; dis eti, periodontal ligament (PDL), sement ve alveoler kemikten
olusan bir yapidir. Diseti, alveoler kemigi c¢evreleyerek disleri mine-sement
baglantisindan saran bir destek dokudur ve diger periodonsiyum dokularini korumakla
gorevlidir. PDL dis kokiinii alveol kemigine baglayan ¢ok sayida damar ve hiicre igeren
bir dokudur. PDL dislerin {izerine gelen ¢igneme kuvvetlerinin kemige iletilmesini, digin
kemige baglanmasini, tamir siirecini, beslenme ve duyu iletimini saglamaktadir. Sement
kok yiizeyini cevreleyen kalsifiye mezensimal kdkenli bir dokudur. Alveol kemigi,
maksiller ve mandibular kemigin dis soketlerini olusturan ve disleri destekleyen

bolimiidiir (9).

Sekil 2.1: Periodonsiyum

2.1.1. Periodontal Ligament
PDL dis koklerini ¢evreleyen damar ve hiicrelerden zengin bir bag dokusudur.
Sement ve alveoler kemik arasinda bulunur. PDL disi alveol soketine baglar.
Destekleyici, baglayict ve duyusal islevleriyle birlikte tamir ve rejenerasyon gorevleri de
bulunmaktadir. Ayni zamanda dislerin alveol kemigindeki konumunda siirmesini
saglayan hiicreler, damarsal elemanlar, glikozaminoglikanlarin ve proteinlerin hiicre dis1

elemanlari ile fizyolojik dengeyi saglamaktadir (10).



PDL 6zellesmis heterojen hiicreler igerir. Bu hiicreler; kemige yakin yiizeyde
osteoblast ve osteoklastlardan olusur. Bag dokusu icindeyse fibroblast, Hertwig epitelyal
kok kmindan kdken alan Malessez epitel hiicre artiklari, makrofajlar, farklilagsmamis
mezensimal hiicreler, noral elemanlar ve endoteliyal hiicrelerden olusurken dis kokii

ylizeyinde ise sementoblastlardan olusmaktadir (11).

PDL, ektomezenkimal hiicrelerden olusan kranyal noral kretten orijin almaktadir.
Kranyal noral kretten olusan dental folikiil hiicreleri, PDL hiicrelerine farklilagir. Ayrica,
sementoblast ve osteoblastlara farklilasan progenitdér hiicreleri igerdigi de

diistiniilmektedir (12,13).

2.1.2. Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri
PDL fibroblastlar1 ig seklindeki bag dokusu hiicreleridir. Fibroblastlar, PDL
dokusunun devamlilig1, tamiri ve rejenerasyonunda énemli rol tistlenen temel ve baskin
hiicreleridir. ~ Ayrica PDL ile gingiva arasindaki bag dokusu matriksinin ve

periodonsiyumun olusumunda rol aldiklar belirtilmistir (14).

PDL mezenkimal kok hiicrelerinin farklilagsmasi sonucu sement ve kemik benzeri
dokular olusturma potansiyellerinin oldugu bildirilmistir (15,16). PDL kok hiicreleri
cekilmis dislerin kok yiizeylerinden elde edilerek periodonsiyum benzeri doku ve
hiicrelere farklilasabilirler. PDL kaynakli progenitor hiicrelerin ndral krest orjinlerinden
dolay1, adiposit ve noral diferansiyasyon kazandiklar1 ve periodontal rejenerasyonun

disinda hiicresel tedavilerde kullanilabilecegi tahmin edilmektedir (17,18).
2.2. Kok Hiicre

Tekrar tekrar boliinebilme ve hiicrenin temel karakteristik 6zelliklerini tasiyan
hiicreler olusturabilme 6zelligine sahip hiicre grubuna kok hiicre denilmektedir (19,20).
Hiicreler aras1 sinyalizasyonla, birden fazla hiicre grubuna farklilasip, doniisebilmektedir
(21). Kok hiicreler gerekli olan hiicrelere doku ve organlarin hasar1 veya oliimii
durumunda doniisebilir, 6zellesebilir ve bu 6zelliklerine sahip olmasindan dolay1 tedavi

secenegi olarak biiyiik bir aragtirma alani olusturmaktadir (22-25).

Kok hiicreler laboratuvarda taninmalarini saglayan bazi karakteristik 6zelliklere
sahiptirler. Kok hiicrelere 6zgiin olarak bazi hiicre yiizey belirtegleri vardir. Farklilasma
kiimeleri ya da Clusters of Differentiation (CD) belirtecleri olarak bilinir. Baz1 enzimler

kok hiicrelerde normal hiicrelerden daha fazla miktarlarda sentezlenmektedir. Ornegin
4



alkalen fosfataz ve telomeraz gibi enzimler kok hiicrelerde daha aktiftir. Kok hiicreler
bazi transkripsiyon faktorlerini devamli ¢ogalabilme potansiyellerini koruyabilmek
amaciyla daha fazla eksprese ederler. In vitro ortamda uyarilarak kok hiicrelerin farkli

hiicre tiplerine doniisebildikleri belirlenebilir (26-28).

2.2.1. Farklilasma Kapasitesine Gore Kok Hiicreler
Kok hiicreler, farklilagsma derecelerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent,

oligopotent ve unipotent olmak iizere bes grupta siniflandirilmaktadir (29).

2.2.1.1. Totipotent Kok Hiicreler
Zigotun ilk birkag¢ boliinmesi ile olusan, tiim viicut hiicrelerine farklilasabilme
potansiyeline sahip ve sinirsiz farklilasma yetenegi olan kok hiicrelerdir. Totipotent kdk
hiicreler; embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve organlar ile emriyo-dis1 membran ve

organlari olusturabilen kdk hiicreler olarak bilinmektedir (30).

2.2.1.2. Pluripotent Kok Hiicreler
Totipotent hiicrelerin devamidir. Embriyonik kok hiicreler ve embriyonik kok
hiicre farklilagmasinin baslangi¢c asamalarinda olusan mezoderm, endoderm ve ektoderm

tabakalarindan olusan kok hiicrelerdir.

Tiim hiicre tiplerine farklilasabilmektedir (29).

2.2.1.3. Multipotent Kok Hiicreler

Kemik iligi, kas, goz, sinir, karaciger ve deri gibi dokularda bulunur. Elde
edildikleri doku ve organa doniisebilme yetenegine sahip olan kok hiicre toplulugudur
(31). Multipotent kok hiicreler; 6len ya da hasar goren hiicreleri yenileme 6zelligine
sahip, yetiskinlerde farklilasmis dokularda bulunan farklilasmamis kok hiicrelerdir.

Boliinebilme ve kendini yenileyebilme 6zellikleri vardir (32).
2.2.1.4. Oligopotent Kok Hiicreler
Mevcut oldugu doku igerisinde birkag hiicre grubuna farklilasma 6zelligi olan kok

hiicrelerdir. Ornek olarak yetiskin lenfoid veya miyeloid kok hiicreler bu grupta

sayilabilir (29).



2.2.1.5. Unipotent Kok Hiicreler
Sadece kendi tiirlinde hiicreler iiretebilen bu hiicreler, kendini yenileyebilme
0zelligi sayesinde unipotent kok hiicre olarak adlandirilmaktadir. Yetiskin kas hiicreleri

unipotent kok hiicrelerdir (29).

2.2.2. Kokenlerine Gore Kok Hiicre Tipleri
2.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Mezodermal, ektodermal ve endodermal kokenli herhangi bir viicut hiicresine
farklilagabilen, sinirsiz boliinme yetenegine sahip, ’6liimsiiz’ olarak da tabir edilen

hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler pluripotent kok hiicre grubundadir (33).

2.2.2.2.Yetiskin kok hiicreler
Yetiskin kok hiicreler, 6lmekte olan hiicreleri yenilemek ve hasarli dokular1 tamir
etmek i¢in hiicre boliinmesiyle ¢ogalan, farklilasmamis totipotent veya multipotent
hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicrelerin canli organizmadaki birincil rolleri, bulunduklar

dokuyu korumak ve onarmaktir (34).

Yerlesim ve farklilasma ozelliklerine gbére hematopoetik kok hiicreler ve

mezenkimal kok hiicreler olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.

Hematopoetik kok hiicreler: Biitiin kan hiicrelerine farklilasabilme 6zelligi olan
hematopoetik kok hiicreler, yetiskin kok hiicre grubunda yer almaktadir. Hematopoetik
kok hiicreler embriyonik donemde olusur ve dogumdan sonra kemik iligine
yerlesmektedir. Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan hematopoetik kok hiicrelerin
transplantasyonu i¢in siklikla kemik iligi, periferik kan tercih edilirken kordon kani da

ticiincii bir secenek olarak kullanilmaktadir (35).

Mezenkimal kok hiicreler: Eriskin kok hiicre ¢alismalarinda Mezenkimal Kok
Hiicreler (MKH) 6ne ¢ikmistir. Hematopoetik olmayan ve kemik iliginden kdken alan
kok hiicreler mezenkimal dokulara farklilasabildiginden mezenkimal kok hiicreler olarak

anilmaktadir (36,37).

MKH basta kemik iligi olmak {izere, periost, trabekiiler kemik, yag, kikirdak,
iskelet kasi, akciger ve dis kaynakli dokulardan da elde edilebilmektedir (38). MKH
morfolojik olarak fibroblastlara benzerler, ig seklinde, simetrik cekirdekli hiicrelerdir

(39). Mezenkimal kok hiicrelerin tanimlamasi; kiiltiir kabina adhezyon gosterme,



multipotent farklilasma kapasitesi, spesifik yiizey antijenlerinin ekspresyonu ile

yapilmaktadir (39).

Multipotent mezenkimal kok hiicreler tip alanindaki terapotik potansiyelleri ve
cesitli rejeneratif prosediirlerdeki bagarilari nedeni ile her gecen giin ilgi gérmektedirler.
Bu alanda kaydedilen agamalar ile birlikte ¢alisma sonuglarimi karsilastirmak ve
standardizasyonu saglamak amaciyla Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi, MKH’leri

tanimlamak i¢in minimal kriterler onermistir (39). Bunlar;
1) Standart kiiltiir kosullarinda MKH’ler plastik yiizeye yapisabilmeli

2) CD105, CD73 ve CD90 gibi spesifik yiizey antijen ekspresyonu

saglayabilmeli

3) In vitro ortamda osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasabilmelidir

(39).

Dental dokulardan elde edilen birgok kdk hiicrenin multipotent 6zellikte MKH
karakterinde oldugu bildirilmistir (40). MKH’lerin tanimlanmasinda c¢esitli belirtegler
dikkat ¢ekmektedir. Farkli dental doku ve gelisim donemlerinde elde edilen dental kok
hiicreler, kemik iligi MKH belirtecleri olan CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90,
CD105, CD146 ve STRO-1’1 ekspres ederken, hematopoetik belirtegler olan CD14,
CD24, CD34, CD45, CD19 ve HLA-DR’yi ekspres etmemektedir (41,42).

2.2.3. Dental Dokulardan izole Edilen Kok Hiicreler
Dental dokulardan izole edilen kok hiicreler multipotent ozellikte MKH
karakterindedir. Dental dokulardan izole edilen Dental Apikal Papilla Kokenli Kok
Hiicreler, Dental Folikiil Kok Hiicreleri, Eksfoliye Siit Dislerindeki Kok Hiicreler, Dental
Pulpa Kok Hiicreleri ve Periodontal Ligament Kok Hiicreleri bu gruba dahildir (43).
Dental kaynakli MKH’ler multipotenttir, bdliinebilir ve kendini yenileyebilirler.
Osteojenik, kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve ndrojenik farklilasma potansiyeline

sahip olup pulpa kaynakli olan kok hiicreler odontoblastlara da farklilasabilir (42).

2.2.3.1. Dental Apikal Papilla Kokenli Kok Hiicreler
Kok gelisimi tamamlanmamis geng dislerde apikal papilla bulunmakta ve pulpaya
gevsek bir bag dokusu ile baglanmaktadir. Ilk olarak 2006 yilinda izole edilen dental
apikal papilla kokenli kok hiicreler, doku miihendisligi alaninda yapay dis kokil

olusturmak amaciyla kullanilmistir (44). Kok gelisimi tamamlanmamis geng dislerde kok
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gelisiminin tamamlanmasi sirasinda yogun proliferasyon ve farklilagma olaylart meydana
gelmektedir. Apikal papilla dokusundan kok hiicre izolasyonu sadece gelisimin erken
evresindeki dislerde ¢cekim endikasyonu bulunmasi durumunda miimkiindiir. Ciinkii kok
gelisiminin tamamlanmasiyla apikal papilla ortadan kalkar (45,46). Dental apikal papilla
kokenli kok hiicrelerin kok dentininin formasyonunda yer alan primer odontoblast
kaynag1 oldugu, formasyon tamamlandiginda ortadan kalktig1 ve gelisim sonrasi hayat
boyu iiretilen dentinden ise dental pulpa kok hiicrelerinin sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (47). Dental pulpa kok hiicrelerine kiyasla daha fazla dentin
olusturabilme 6zelligi gosterdikleri bildirilmistir (48).

2.2.3.2. Dental Folikiil Kok Hiicreleri

Dental folikiil, gelismekte olan li¢iincii biiyiik az1 disi ¢ekimi sirasinda izole
edilebilen dis germi dokusudur (49). Gevsek bir bag dokusu yapisinda olan ve gelismekte
olan disleri gevreleyen dental folikiil, osteogenezis ve osteoklastogenezisi diizenleyerek
dis siirmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (50). Sement, kemik ve periodontal bag
dokularinin dental folikiilden olusmasi folikiilde bulunan kok hiicreler hakkinda fikir
vermektedir. Periodontal dokunun oOnciilii olan dental folikiil kok hiicrelerinin,
periodontal rejenerasyon igin iyi bir kaynak olabilecegi diistiniilmektedir (51). Dental
folikiil kok hiicrelerinin kemik iligi kok hiicrelerine gore daha yiiksek proliferasyon

hizina ve osteojenik farklilagsma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (52).

2.2.3.3. Eksfoliye Siit Dislerinden izole Edilen K6k Hiicreler
Siit dislerinde pulpa dokusu bol damarhdir ve zengin bir eriskin kok hiicre
kaynagidir. Eksfoliye siit dislerinden izole edilen kok hiicreler, yetiskinlerin dental
pulpasindan elde edilen kok hiicrelerle karsilastirildiginda daha yiiksek proliferatif
aktiviteye sahiptirler. Bu ozellikleri sayesinde daha fazla odontojenik ve osteojenik
farklilagma gosterirler. Elde edilmesi ve kiiltiirii nispeten daha kolay olan Eksfoliye siit
dislerinden izole edilen kok hiicreler, rejeneratif Ozelliklerini, kriyoterapi ile

dondurulduktan iki y1l sonrasina kadar korurlar (53).

2.2.3.4. Dental Pulpa Kaynakh Kok Hiicreler
Pulpanin perivaskiiler bolgesinde yer alan dental pulpa kaynakli kdk hiicreler,
2000’1i yillarda Gronthos ve arkadaglar tarafindan 3. molar dislerden izole edilmistir
(41). Morfolojik olarak incelendiginde fibroblast benzeri yap1 gostermektedir (54).

Yetigkin dental pulpasinda cesitli progenitér hiicre popiilasyonu bulunmaktadir ve

8



hiicreler yiiksek plastisiteye sahip multipotent 6zelliktedirler (55). Dental pulpa kok
hiicreleri odontojenik, osteojenik, kondrojenik, adipojenik, vaskiiler ve norojenik
hiicrelere farklilagsabilme yetenegine sahiptirler (56). Dental pulpa kok hiicrelerinin
tedavide kullanilmasinin avantajlar1 ise; kolay elde edilebilmeleri, etik bir sorun
yasanmamasi, yasam siirelerinin uzun olmasi, farklilasma yeteneklerinin yiiksek olmast,
kiiltiir ortaminda kolay ¢ogaltilabilmesi ve elde edilen kok hiicre ekstraksiyonlarinin
yiiksek verimli olmasi olarak siralanabilir (57). Yaglanma ile birlikte dental pulpa kdk
hiicrelerinin boyutlarinda artis gdzlenirken, proliferasyon ve osteojenik diferansiyon
yeteneklerinde azalma gozlemlendigi literatiirde yapilan calismalarla belirlenmistir

(58,59).

2.2.3.5. Periodontal Ligament Kok Hiicreleri:
Temel olarak fibroblastlardan olusan periodontal ligament kok hiicreleri (PDL-

KH), periodontal rejenerasyonda énemli rol oynar (11).

PDL-KH, ¢ekilmig dislerin kok yiizeylerinden elde edilebilen hiicrelerdir. PDL-
KH, ilk defa 2004 yilinda tanimlanmistir ve bu hiicrelerin de kok hiicre 6zelligi tasidig,
2004 yilinda Seo ve ark., tarafindan rapor edilmistir. Ayn1 zamanda PDL-KH’lerin
sementoblast benzeri yapilara, adipositlere, kollajen iireten hiicrelere farklilagabilecegi
bildirilmistir (60). Periodontal doku rejenerasyonunda yer alan baglica kok hiicre
tiplerindendir, ¢iinkii sadece in vivo olarak sement ve PDL benzeri dokular1 yenilemekle
kalmaz, ayn1 zamanda morfoloji ve yap1 bakimindan da diger kok hiicre tiplerine oranla
periodonsiyumda daha iyi organizasyon gosterirler (60). PDL-KH’lerin rejeneratif
kapasitesi ile ilgili yapilan arastirmalarda rejeneratif kapasitesinin kemik iligi ve pulpa

kaynakli kok hiicrelerden fazla oldugu belirtilmistir (61-63).

2.2.3.6. Dental Dokulardan Elde Edilen Kok Hiicrelerin Onemi
Multipotent, dental kokenli MKH’lerin farklilagsma kapasiteleri genel anlamda
kemik iliginden izole edilen kok hiicrelere benzer, farkli olarak odontojenik farklilagma

ozelligine sahip tek kok hiicre tipi dental kaynakli MKH’lerdir (60).

MKH’ler ile ilgili yapilan arastirmalar, bu hiicre gruplarmin rejeneratif hiicre
yenilenmesi, doku onarimi ve yara iyilesmesine katkida bulunduklarmi ve tip alanindaki
tedavi ve arasgtirmalar i¢in giivenli bir kaynak olusturduklarimi ortaya koymaktadir

(64,65).



2.3. Biyoseramik I¢erikli Kok Kanal Tamir Materyalleri

Biyoseramik materyaller biyoaktif 6zelliktedir (66). Bir materyalin biyoaktif
olarak degerlendirilebilmesi i¢in olumlu konak cevabi, uygulandig1 dokuda biyolojik bir
cevap olusturabilmesi ve doku ile materyal arasinda bag olusumunu tesvik edebilmesi
gerektigi belirtilmektedir (67). Biyoaktif materyaller kalsiyum silikat, kalsiyum fosfat,
cam seramik, hidroksiapatit icermektedirler. Biyoaktif materyaller biyouyumlu olmalari,
iistiin kimyasal ve boyutsal 6zelliklere sahip olmalar1 sebebiyle dis hekimligi alaninda

tercih edilebilirligi artmaktadir (68).

Biyoaktif materyallerle canli doku ile arasinda stabil bir bag olusmakta; bu durum
hiicre farklilagmasi, doku onarimi, osteogenez ve sementogenezde pozitif rol
oynamaktadir (69,70). Biyoaktif materyallerin; biyolojik ortamda bazi 6nemli biyolojik
cevaplari, biyokimyasal ve biyofiziksel reaksiyonlar1 uyardiklari; yiizeylerinde
hidroksiapatit benzeri kristaller olusturarak cevre dokularla biitiinliik sagladiklar
bildirilmektedir (71). Bu kristallerin materyallerin yiizeyinde, materyal dentin ara
ylizeyinde ve dentin tiibiilleri i¢erisinde olustugu; bu sayede materyallerin iyi bir adezyon

ve tikama 6zelligi gosterdikleri belirtilmektedir (71,72).
Biyoseramiklerin dis hekimliginde kullanilmasinin iki 6nemli avantaji vardir;

1. Biyoseramikler dokular i¢in toksik degildir ve biyouyumludur. Biiziilme
gostermeyen ve biyolojik ortamlarda stabil kalabilen materyallerdir. Aym1 zamanda

sertlesme esnasinda yiiksek pH sayesinde giiclii antibakteriyel etki gosterir (73).

2. Biyoseramikler, biyolojik hidroksiapatit ile benzerliklerinden dolay1
milkemmel biyouyumluluga sahiptir bu nedenle islem sirasinda olugan tagkin dolumlarda

ya da tedavi sirasinda enflamatuar doku cevabi meydana getirmezler (73).

Biyoseramik icerikli kok kanal tamir materyalleri ile ilgili arastirmalar son 20
yilda hiz kazanmigtir. Farkli igerik ve formulasyonlarda toz/likit ya da Onceden
karigtirilmig pat formlarinda c¢esitli biyoseramik igerikli endodontik materyaller

gelistirilmistir (74).

flk tanitildiginda kok ucu dolgu materyali olarak belirtilen biyoseramik icerikli
kalsiyum silikat esasli materyal MTA 0Ozellikle tamir materyali olmak tiizere gesitli
uygulamalar i¢in fiziksel, kimyasal, biyolojik 6zellikleri géz oniine alindiginda altin

standart olarak kabul gérmiistiir (75).
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2.3.1. Mineral Trioksit Aggregat
Klinik bagarisi yiiksek olan ve giiniimiize kadar hem klinik hem deneysel anlamda
en cok kullanilan biyoseramik materyallerden biri olan MTA, 1993 yilinda Mahmud
Torabinejad ve ark. tarafindan Loma Linda Universitesi’nde gelistirilip dis hekimligi
literatiiriine girmistir. 1998 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onayin1 almig
olup ProRoot MTA® (Tulsa Dental Products, Tulsa, OK, ABD) adi ile piyasaya

siirlilmiistiir (76).

Piyasaya ilk ¢iktig1 donemde lateral kok perforasyon tamiri ve kok ucu dolgu
materyali olarak tamitilmistir. Giiniimiizde ise siit ve daimi dislerin pulpa kuafaji,
pulpotomi tedavileri, daimi dis germi olmayan siit dislerinin ve daimi diglerin kdk kanal
dolgusu, internal ve eksternal rezorpsiyonlarin tamiri, iatrojenik perforasyonlarin tamiri,
apeksogenezis, apeksifikasyon, rejeneratif endodontik tedavi ve apikal cerrahi gibi cesitli

tedavi prosediirlerinde kullanilmaktadir (75).

Portland simani, MTA’ ’nin temel bilesenini olusturur ve igeriginde trikalsiyum
silikat, dikalsiyum silikat, tetrakalsiyum aliiminoferrit ve dehidrate kalsiyum stilfat vardir.
Caligmalarda MTA nin agirlik olarak %75 Portland siman, %20 bizmut oksit ve %5 al¢1
tagindan olustugu bildirilmistir (77). Portland siman1t MTA’ya oranla ¢cok daha fazla agir
metal igermektedir ve daha az saflastirma isleminden gegerek {iretilmektedir. Yapilan bir
calismada MTA’nin iceriginde bizmut oksit bulundurmasi ve potasyum igermemesinin

MTA ve Portland simanin kimyasal yapisindaki esas farki olusturdugu bildirilmistir (78).

MTA; Trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aluminat,
tetrakalsiyum aluminoferrit ve algitagi igerirken radyoopasite verici olarak bizmut oksit
ve az miktarda magnezyum oksit, kalsiyum oksit, potasyum ve sodyum siilfat
icermektedir (78). Gri ve beyaz olmak iizere iki formu mevcuttur. ilk piyasaya siiriilen
Gri MTA’da dis kronunda sebep oldugu renklenme sorununu ¢ézmek igin yapisindaki
tetrakalsiyum alliminoferritin formiilden ¢ikarilmis ve kalsiyum silikat orani arttirilarak
beyaz MTA olarak kullanilmaya baslanmistir (79). Daha kiigiik partikiillerden olusan
beyaz MTA; daha piiriizsiiz bir yapiya sahip oldugu i¢in, gri MTA’ya gore kolay
uygulanabilmektedir (80).

MTA tozu, su ile karistirildiginda yaklagik 3 saatte sertlesen kolloidal jel haline
gelmektedir. MTA’nin diger materyallere gore uzun siirede sertlesmesi klinik olarak bir
dezavantaj olarak goriilse de, buna bagli olarak daha az boyut kaybima ugramasi

mikrosizintiy1 6nlemesi agisindan lehine bir 6zellik olarak degerlendirilmistir (81). MTA
11



diistik ¢ozlintirlikk 6zelligine sahiptir, ayrica hidrofilik 6zelliginden dolayi ¢cevre dokudaki
nem varlig1 bu materyalin kimyasal reaksiyonu i¢in bir aktivator vazifesi gormektedir.

Radyoopasitesinin ise dentinden biraz daha fazla oldugu bildirilmektedir (82).

MTA kanstirildiginda pH degeri 10,2 olarak goriilirken  sertlesme
reaksiyonundan sonra pH’smin 12,5’e yiikseldigi bildirilmektedir (81). Maddenin
mikroorganizmalara karsi olan antibakteriyel etkisinin bu yiiksek pH 6zelligine bagl
oldugu diistiniilmektedir. MTA’nin kalsiyum hidroksit ile benzer alkali pH derecelerine
sahip olmasi, her iki materyalin de sert doku olusumunu indiikleme 6zelligini arttirdigini
diisiindiirmektedir (81,83). Materyalin etki mekanizmasiyla ilgili olarak temelde
kalsiyum hidroksit icermedigi, yapisindaki kalsiyum oksitin doku sivilari ile temasi
sonucu kalsiyum hidroksite doniistiigii seklinde goriisler oldugu gibi, materyalin saldig1
temel iyonun kalsiyum oldugu ve salinan kalsiyumun doku sivilarindaki fosfat iyonlartyla
reaksiyona girerek hidroksiapatit olusumu gozlendigi seklinde farkli goriisler de
mevcuttur (84,85). MTA’ nin doku tarafindan iyi tolere edilebilir bir materyal oldugu,
ayni zamanda hiicre farklilasmasi ve aktivasyonunu uyararak sert doku olusumunu
indiikledigi tespit edilmisti. MTA’nin olusturdugu dentinogenez, materyalin
sizdirmazlik ozelliginin, yliksek doku uyumunun ve bazik karakterde olmasinin bir

sonucu oldugu belirtilmektedir (81,86,87).

MTA biyouyumluluk ve bakteriyel sizdirmazlik gibi o6zellikleri sayesinde
pulpanin korunmasi, tamiri ve canliliginin devamini saglamada ideal bir materyal olarak
On plana ¢ikmaktadir. Sertlesme siiresinin uzun olmasi, tagima ve yerlestirme giicliigii ve
yiiksek maliyet gibi dezavantajlarimin klinik kullanimi sinirlandirdigi bildirilmekte ve bu

nedenlere bagli olarak alternatif materyal arayislar1 devam etmektedir (76,88,89)

MTA’nin olumsuz o6zelliklerini gidermek {iizere piyasaya kok kanal tamir
malzemeleri adi altinda birgok biyoaktif endodontik siman ¢ikmistir. Bu materyaller
MTA ile biyoaktivite agisindan benzer Ozellikte kalsiyum silikat bazli yapidadir ve
MTA nin olumsuz 6zelliklerini elimine edecek sekilde olduklar1 belirtilmistir (90,91).
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2.3.2. NeoMTA® 2
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Sekil 2.2: NeoMTA® 2

NeoMTA® 2 (NuSmile, Houston, TX, USA), trikalsiyum silikat ve dikalsiyum
silikat ile inorganik bilesen iceren toz kisim ve su bazl likitten olusan yeni bir toz-likit
sistemidir. Toz iceriginde trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, tantalyum oksit,
kalsiyum siilfat; likit iceriginde ise distile su ve polimer bulunmaktadir. Bizmut oksit
varligiin dis dokularinda renklenme yapmasi nedeniyle radyoopasite saglamak amaciyla

NeoMTA® 2 igerigine tantalum oksit eklenmistir (5).

Kalsiyum hidroksit ve diger kalsiyum silikat icerikli simanlar gibi Ca*> ve OH
iyonlarmi salmasiyla sert doku yapimimi uyaran biyoaktif bir materyaldir. Iyilesme
siirecini dentindeki hidroksiapatiti indiikleyerek saglar. NeoMTA® 2, biiziilmeye kars1
direngli ve ¢oziintirliigi diisiik olmasi sebebiyle bakteriyel sizdirmazlik saglayan bir

biyomateryaldir (90).

NeoMTA® 2’nin 14 dakikalik ¢alisma siiresi oldugu fakat yogunlugu azaltilarak
karigtirildiginda bu siirenin 21 dakikaya kadar uzadigi bildirilmistir. Calisma zamani
uzatilmak istenirse karigtirtlan malzemenin iizerine nemli bir ortii kapatilabilir ya da
karigima yeniden likit ilave edilebilir. Karigtirma islemi likitin emilmeyecegi, cam veya
dayanikli bir karigtirma kagidi gibi bir materyal iizerinde, plastik veya metal bir spatiil
yardimiyla yapilmalidir. NeoMTA® 2’nin son sertlesmesi 14-70 dakika araligindadir.
Materyal kaviteye tasminca, nemli pamuk pelet veya amalgam fulvan ile kaviteye
adaptasyonu saglanilabilir. Apeksifikasyon tedavisinde ise ters ¢evrilmis gutta perka ya

da paper point biyomateryalin kok ucuna iletilmesinde kullanilabilir (92).
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Klinik kullanim alanlari; pulpa kaplama tedavileri (indirekt ve direkt pulpa
kaplamasi), pulpotomi, kok ucu retrograt dolgu materyali ve apeksifikasyon tedavileridir.
Pulpotomi tedavilerinde ya da kaide olarak kullanildiginda, 1,5 mm kalinligindaki
tabakalar halinde yerlestirilmelidir. Apeksifikasyon tedavisinde ise kok ucunda 3-5 mm

kalinliginda materyal yerlestirilerek apikal tika¢ olusturulmalidir (92).

Uretici firma NeoMTA® 2’nin, diger MTA benzeri biyomateryallere gore
maniiplasyonunun daha kolay, radyoopasitesinin %30 daha fazla ve renginin daha parlak

beyaz oldugunu bildirmistir (92).

2.3.3. NeoPUTTY®

Sekil 2.3: NeoPUTTY®

Elle karistirmanin sertlesme reaksiyonu iizerindeki etkisini azaltmak, heterojen
karisma ihtimalinin iistesinden gelmek ve klinik uygulamay:1 basitlestirmek i¢in
geleneksel toz-sivi simanlara alternatif olarak onceden karistirilmis kalsiyum silikat

simanlar gelistirilmistir (93).

2020 yilinda NeoPUTTY® (Avalon Biomed, Houston, TX, USA) ticari olarak
piyasaya siriilmiistiir. NeoPUTTY®; trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikattan olusan,
boyanmayan, dnceden karistirilmis MTA igerikli biyoaktif, biyoseramik bir malzemedir
(6). NeoPUTTY® de renklenme probleminin éniine gegilmesi adina, radyoopaklastirici

ajan olarak bizmut oksit yerine tantalyum oksit (Ta20Os) kullanilmustir (90).

Onceden karistirilmis simanlarin endodontik prosediirlere gére iki farkli formu
mevcuttur. Direkt pulpa temasi gereken sizdirmazlik ihtiyacinin arttig1 durumlarda diisiik

viskoziteli kivaminda kullanilirken daha yiiksek viskoziteli macun kivaminda olanlar
14



endodontik restoratif prosediirler igin imal edilmistir (6). Macun formunun raf 6mriiniin
kisa olmasinin, ambalajindan c¢ikarildiktan sonra materyalin atmosferdeki nem ile
tepkimeye girmesi, ambalajinin nem gegirgenligi veya organik tasiyicinin buharlagsmasi

gibi sebeplerden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir (6).

NeoPUTTY®, NeoMTA® 2 ile aymi trikalsiyum ve dikalsiyum silikat tozlarini
kullanarak iyilesmeyi desteklemektedir. Nem varliginda sertleserek kalsiyum hidroksit
olusturmaktadir. pH’nin 12 olmas1 sayesinde, ylizeyde kalsiyum fosfat ¢okelmesine
neden olmaktadir. Bu reaksiyon, hidroksiapatit ve dentin kd&priisii olusumunu

indiiklemektedir (27).

Paket igerisinde kendiliginden sertlesmezler, nem varliginda in vivo olarak
sertlesmektedirler. Bu simanlar bulunduklart kaptan cikartildiktan sonra atmosferdeki
neme maruz kaldiklari i¢in genellikle kisa raf Omriine sahiptir. Kapali kabindan
cikarildiktan sonra atmosferik nem ile reaksiyona ugramasi sonucunda kabin nem
gecirgenligi artmakta veya organik tasiyicinin buharlagsmasi sonucu erken bozulmaya

ugramaktadir (6).

Uretici firma tarafindan NeoPUTTY®’nin ¢alisma siiresinin 1 saat, sertlesme
stiresinin ise 4 saat oldugu belirtilmistir (94). Kullanilacak miktar kadar paketten
alinabildigi icin maliyetten ve karistirma siiresi olmadig1 i¢in zamandan tasarruf saglar. 3
yillik bir raf dmriine sahiptir ve radyografik teshis i¢in 8.1 mm kalinlikta aliiminyuma
esdeger olarak smifinda en yiiksek radyopasiteye sahiptir. lyi bir sizdirmazlik saglamak
icin bliziilme miktar1 ¢ok az ve boyutsal olarak stabildir bu da bakteriyel sizint1 olasiligini

en aza indirmektedir.

Ancak piyasaya yakin zamanda ¢ikmasi nedeniyle, sitotoksik 6zellikleri hakkinda
cok fazla bilgi yoktur. Bu amacgla vital dokular ile direkt temas edecek olan
biyomateryallerin biyouyumlulugunu degerlendiren in vitro c¢aligmalar, potansiyel

risklerini ve tedavi yeterliligini degerlendirmek i¢in gereklidir.
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2.3.4. Biodentine™
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Sekil 2.4: Biodentine™

2009 yilinda piyasaya ¢ikan Biodentine™ (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses,
Fransa) aktif biyosilikat teknolojisi ile tiretilmis kalsiyum silikat esasli bir materyaldir.
MTA’nin renklenmeye neden olmasi, sertlesme siiresinin uzun olmasi ve manipiilasyon
zorlugu gibi dezavantajlarii gidermek amaciyla tretilmistir. Toz kisminin igeriginde;
temel ana bilesen olarak trikalsiyum silikat, ikinci ana bilesenler dikalsiyum silikat ve
kalsiyum oksit, doldurucu olarak kalsiyum karbonat, ve radyoopasiteyi saglayan
zirkonyum oksit; likit kisminda kalsiyum klorit ile su bulunmaktadir (95). Biodentin'" tek
kullanimlik kapsiil seklinde satilmaktadir. Kapsiil igerisinde toz ve plastik tiip igerisinde
likitten olusmaktadir. Uretici firmanin onerisine gére bir kapsiile bes damla likit
eklendikten sonra amalgamatdrde 30 saniye karistirilarak hazirlanmaktadir. Dentinle
bircok yonden benzerlik gosteren Biodentine™ 12 dakikada sertlesmekte ve MTA’dan

farkl olarak sertlesme esnasinda neme ihtiya¢ duymamaktadir (96).

Biodentine"’in MTAya gore daha kiigiik yapida ve yiizey alanina gore daha fazla
sayida trikalsiyum silikat partikiiliinden olustugu bildirilmistir (97). Biodentine " ’in toz
ve likit kisimlar1 karigtiktan sonra jel bir yapiya doniismektedir, ardindan iyonik degisim
baslamakta ve sertlesme reaksiyonu sonrasi tamamen kati halini almaktadir (97). Elastik
modiilii dentine ¢cok benzer olup 22.0 Gpa’dir. Basing dayanimi ve mikrosertlik degerleri

de dentin dokusuna benzemektedir (98). Ilk olarak dentini taklit edebilen bir materyal
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olarak tamitilmis ve iyi tikama kabiliyeti, yiiksek sikisma dayanimai, kisa sertlesme siiresi,

biyouyumlu ve biyoaktif olusu gibi 6zellikleri nedeniyle 6ne ¢ikmistir (98,99).

Biodentine™ yeni bir materyal olmakla beraber, simdiye kadar yapilan
caligmalarda veriler materyalin periradikiiler ve pulpal hiicreler tizerinde sitotoksik etki
olusturmadig1 ve doku tarafindan kabul edilebilir bir materyal oldugunu gostermistir

(100,101).

Yapilan bir diger ¢aligmada gomiili tiglincii biiyiikk az1 diglerinden elde edilen
dental pulpa kok hiicreleri iizerinde Biodentinein hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
adezyonunu artirdigi belirlenmis ve bu 6zellik materyalin biyoaktif ve biyouyumlu
olmasina baglanmistir (102). Biodentine™", uygulandig1 alanda pulpa hiicrelerini uyararak
hiicrelerde erken mineralizasyonu baglatan TGF-B1 ekspresyonu artirmaktadir. Sertlesme
reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan kalsiyum hidroksitin yiiksek pH’sina bagli olarak yara
bolgesinde koagiilasyon nekrozu olusturmaktadir. Bu nekroz alani dental pulpa kok
hiicrelerinin odontoblastlara farklilagmasini uyararak reaksiyoner dentin olusumunu

saglamaktadir (98).

2.3.5. MTAFlow"" White

Sekil 2.5: MTAFlow White

MTAFlow" White (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, ABD); dikalsiyum
silikat, trikalsiyum silikat ve tantalum oksitten olusan ve silikon igeren su bazli bir jel ile
karigtirilmis yeni gelistirilmis bir materyaldir (4). Beyaz versiyonunda, iiretimi igin
kullanilan ham toz rengi beyaza doniistiiriilmiis ve potansiyel dis renk degisimini
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onlemek i¢in radoopaklastirici ajan bizmut oksit yerine tantalum oksit ile degistirilmistir.
Pulpotomi, pulpa kuafaji, kok ve furka perforasyon onarimi, apeksifikasyon, gibi

endodontik uygulamalarda kullanima uygundur (4).

MTAFlow"™ White, hidrasyonu igin kullanilan su bazl1 jel sayesinde farkl1 toz/jel
oranlarinda karistirilarak daha piiriizsiiz bir kivama ulasabilmektedir. Materyalin 'ince',
'kalmn' ve 'macun’ kivaminda kullanimina imkan saglamaktadir. Uretici firmanimn
Onerilerinde karistirilirsa ince ve kalin formlar1 kutudan ¢ikan enjektor ile kullanilabilir,
bu da bir klinik kullanimda dikkate alinacak yenilik¢i bir tasima yontemidir (4). Bu tasima
yontemi ortograd yoldan ulagimda giicliiklerle karsilasilan kok perforasyon tamir
uygulamalar igin avantaj sunmaktadir (103,104). MTAFlow " White, MTA ile benzer
bilesimi olmasiyla birlikte daha kiiciik parcacik boyutu (<10 p) ile 15 dakika gibi daha

kisa sertlesme siiresine sahiptir (105).

2.4. Biyouyumluluk ve Sitotoksisite
Biyouyumluluk; bir materyalin canli dokular ile temas ettiginde lokal veya

sistemik uygun konak cevabi olusturmasi durumudur (106).

Kullanilan materyalin hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda hasarlar meydana getirmesi

sitotoksisite olarak tanimlanir. Sitotoksisite testlerinde;

- Hiicrenin morfolojisi, canliligi, gelisimi, sayis1 ve metabolizmasi,
- Hiicre membran hasar ve gegirgenligi,
- Enzim aktiviteleri,

- RNA, DNA ve protein sentezinin durmasi degerlendirilmektedir (107).

Dental materyallerin sitotoksisite ve biyouyumluluklarinin insan iizerinde
kullanima uygunlugu i¢in cesitli testler yapilmaktadir. Materyaller klinik uygulamaya
gecmeden Once, baslangicta hiicre kiiltiirii gibi in vitro testler ile incelenmekte,
degerlendirmelere hayvan testleri ile devam edilmektedir. Arzu edilen sonuglar elde

edilirse klinik kullanim test caligmalar1 asamasina gecilmektedir.

2.4.1. In Vitro Testler
Yeni bir materyalin biyouyumlu olup olmadigini degerlendirmek amaciyla ilk
uygulanan test yontemi in vitro deneylerdir. Biyouyumlulugun degerlendirilmesindeki in

vitro testler test tiipli icinde, hiicre kiiltiir kabinda veya canli mikroorganizmada
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uygulanir. Dental materyallerin in vitro olarak sitotoksisitesini belirlemede en yaygin

kullanilan biyolojik sistemler hiicre kiiltiirleridir (107).

2.4.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiriiniin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro
kosullarda yasatilmasi ve iiremelerinin devam ettirilmesidir. Falkon, flask, petri gibi
laboratuvar gereglerinde kiiltiir vasat1 veya medyumu denilen, igerisinde; tuzlar, tampon
maddeleri, amino asitler, vitaminler, dana veya at serumu barindiran besleyici uygun
sivilarin iginde {iretilirler. Bu amagla ¢esitli canlilarin (insan, fare, tavsan, maymun gibi)
cesitli dokular1 6nce parcalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar ve kiiltiir vasatiyla birlikte
steril kaplara konurlar. Bu hiicre siispansiyonu %35 karbondioksit (CO2) igeren 37 °C
ortamda bekletildiginde hiicreler kabin ¢eperine yapisarak iiremeye baslarlar. Bu tireme

sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denilmektedir (108).

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda primer hiicre ve devamli hiicre hatlar1 olmak iizere
iki tip hiicre kullanilir. Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan ayrilan hiicrelerin 24
saatten daha uzun siire kiiltiir edilmesiyle elde edilir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalan
hiicreler buradan alinip bagka kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir (109). Verici dokunun
fizyolojik durumunu yansitmasi, genotip ve fenotipinin verici dokuyla ayni 6zellikler
gbstermesi primer hiicre hatlarinin avantajlarindandir. Biyouyumluluk degerlendirme
caligmalarinda primer hiicre hatlar1 alindigi doku ile benzer o6zellikler gostermesi

bakimindan siirekli hiicre hatlarina gore daha ideal géziikmektedir.

2.4.3. Sitotoksisite testleri
Uluslararasi Standart Organizasyonu (ISO) testlerin belirli standartlarda yapilmasi
amactyla dis hekimliginde kullanilan tibbi materyallerin biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi i¢in ISO 7405 dokiimanini sunmustur. Bu dokiimanda gegen testlere ek
olarak ISO 10993-5 standartlar1 da in vitro sitotoksite testleri i¢in 6nerilen genel bir test

protokoliidiir (110).

ISO standartlarina goére in vitro sitotoksisite degerlendirmelerinde kullanilan test

yontemleri sunlardir:
1) Hiicre kiiltiiri testleri
a) Direkt hiicre kiiltiir metodu

1) Direkt temas testi
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i1) Ekstrakt testi
b) Bariyer test metodu
2) Agar difiizyon testi
3) Filtre difiizyon testi
4) Dentin bariyer testi (110)

Bu testler test edilecek materyalin hiicre, enzim ya da diger biyolojik sistemlerle
temasiyla gerceklestirilir. Test edilecek malzemenin, hiicre kiiltiir ortaminda hiicre sayisi,
bliyiime orani, morfolojik ozellikleri, metabolik fonksiyonlar1 kontrol gruplari ile
karsilastirilarak degerlendirilir. Deneyler arada herhangi bir bariyer olmaksizin
materyalin hiicre ile direkt temasiyla ya da materyal ile hiicre arasinda kiigiik bir bariyer

yerlestirilmesiyle indirekt sekilde uygulanabilir (109).

2.4.4. Sitotoksisite Testlerinin Degerlendirilmesinde Kullanilan Yéntemler

Bir materyal hiicre kiiltiirii tizerine uygulandiginda hiicrenin membran yapisini

degistirebilir, metabolik faaliyetlerinde bozulmaya sebep olabilir, kromozom yapisinda

degisiklige sebep olabilir. Bu olusan sitotoksik etkiler degerlendirilirken 4 farkli test
yontemi kullanilir (109).

-Canlilik degerlendirme testleri

-Yasam degerlendirme testleri

-Hiicre proliferasyonu degerlendirme testleri
-Hiicre metabolizmas1 degerlendirme testleri

2.4.5. Metabolizma Degerlendirme Testleri
Canli hiicrelerin enzim aktivitelerini, metabolik ve proliferatif kapasitelerini
mikroplaka okuyuculu spektrofotometre araciligiyla degerlendiren kolorimetrik
testlerdir. Uzun donem toksisitenin degerlendirildigi ucuz ve kolay olan bu yontemde
dimetiltiyazol difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi, alamar mavisi testi ve laktat

dehidrogenaz testi gibi testler metabolizmay1 degerlendiren testlerdir (107).

2.4.6. MTT Testi
Sitotoksisite testlerinden olan MTT hassas bir testtir ve diisilk dozlardaki

toksisitenin degerlendirilmesini saglar. MTT testi diger test yontemlerine gére uygulama
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anlaminda daha basittir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilir (109). Bu nedenle dental

materyallerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (106).

MTT testinde, canli ve 6lii hiicreleri belirleyebilmek i¢in bir tetrazolyum tuzu olan
MTT boyast kullanilir. Canli hiicrelerdeki mitokondriler MTT boyasinin tetrazolyum
halkasini siiksinat dehidrogenaz enzimi ile parcalayarak MTT boyasini indirgeyebilirken,
Oli hiicreler bu boyay1 indirgeyemez. MTT boyasindaki tetrazolyum halkasinin
parcalanmasti ile sar1 renkli olan MTT boyasi mavi-mor renkli formazan kristallerine
dontiisiir. Bu testin sonucunda canli hiicreler mavi-mor renge boyanirken, 6lii hiicreler
boyanmamaktadir. Bundan sonraki asamada formazan kristallerinin konsantrasyonu

spektrofotometre ile 6lgiiliir ve bir canlilik degeri elde edilir (106).
2.5. Apoptozis

Hiicre 6liimleri morfolojik ve biyolojik olarak degerlendirildiginde, apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liimii olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Apoptozis, programli hiicre 6liimii

olarak adlandirilirken; nekroz, hasar yolu ile 6liim anlamin1 tagimaktadir (111).

Apoptozis, bir organizmanin istenmeyen hiicrelerini inflamatuar bir tepkiye yol
acmadan ortadan kaldirdig: bir siiregtir. Nekrozdan farkli olarak apoptozis, ¢ok hiicreli
organizmalarda, rutin olarak yiiriitiillen ve cevresel faktdrler tarafindan etkilenen
fizyolojik bir olaydir (112). Apoptozis ¢ok hiicreli organizmalara avantaj saglamaktadir,
bu sayede organizmalarda homeostaz korunmaktadir ve yasam dongiisii dengede
kalmaktadir. Doku homeostazinin siirdiiriilebilmesi i¢in proliferasyon ile apoptozis

arasindaki denge korunmalidir (113).

Apoptozisin birden fazla indiikleyicisi tanimlanmistir. Bu sinyaller genellikle
hiicre tipine 0zgii olmakla birlikte biliylime faktorlerinin azalmasi, kimyasallar,
radyasyon, kalsiyum iyon akisi, tiimor nekroz faktér (TNF-a) ve glukokortikoidler
olabilir. Bu sinyallere yanit olarak hiicre, hiicrenin yok edilmesiyle sonug¢lanan

programlanmis olaylar dizisini indiikler (114).

Apoptozis siireci basladiginda meydana gelen hiicresel biyolojik degisiklikler
diizenli bir sirayla gerceklesir. Bu degisiklikler canli veya 6lmekte olan hiicreleri ayirt
etmek ve hiicre 6liimiiniin (apoptozis veya nekroz) kapsamim ve tiiriiniin analiz etmek
icin kullanilir (115). Apoptozis, hiicrede 151k sagilimiyla ifade edilen hiicre biiziilmesiyle
baslar. Baslangicta hiicre zarmin biitiinligli bozulmadan kalir daha sonrasinda

caspaselarin aktivasyonuyla birlikte mitokondriyal membran potansiyeli degisir ve
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kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢i degisimlerinden dolayr pH disiisii ve asidoz gozlenir.
Mitokondriyal membran potansiyel kaybindan sonra lizozomdaki enzimlerin salinimiyla

beraber hiicre apoptotik cisimcikler halinde pargalanir (116).

2.5.1. Apoptozisde Caspaselarin Rolii

Caspaselar (sistein-aspartik proteazlar), inflamasyonun yani sira apoptoz,
nekroptoz ve piroptoz gibi programlanmis hiicre 6liimiinde 6nemli biyolojik olaylardan
sorumlu proteazlardir. Apoptozisde morfolojik siirecte hiicrenin pargalanmasinda yer
alan enzimlerdir. Caspaselar normalde proenzim (procaspase) olarak bulunurlar ve
kendileri tarafindan aktif formlarma doniisiirler (117). Bu sekilde aktive edilmis bir
caspase, diger caspase Onciilerini aktive edebilir ve bdylece hiicre dliimiiniin apoptotik
programini baslatan makromolekiiler yapilarin kontrollii boliinmesine yol agar (118).
Bugiine kadar yapilan arastirmalara gore caspase ailesinin en az 15 {iyesi tanimlanmistir
ve islevsel acidan iki gruba ayrilirlar (100). Baslatici caspaselar (caspase 2,8,9,10) ilk
proapoptotik sinyale yanit olarak aktive edilirler. Efektor caspaselar (caspase 3,6,7),

hiicreyi apoptotik cisimlere bolmek i¢in baglatici caspaselar tarafindan aktive edilirler.

Efektor caspase-3 baslangicta olgunlasmamis procaspase olarak sentezlenir.
Caspase-3, apoptotik hiicrelerde hem intrinsik (mitokondriyal) hemde ekstrinsik yollarla
aktive edilen, apoptozisin en O6nemli diizenleyicisidir (102). DNA hasari, sitotoksik
ilaclar, enfeksiy6z ajanlar ve hipoksi gibi proapoptotik sinyaller, intrinsik yol araciligiyla,
apoptozisle ilgili 6zellesmis proteinlerin (Bax) mitokondriyal dis membran iginde
oligomerize olmasim saglar. Bu oligomerizasyon mitokondriyal dis zar gecirgen hale
getirerek Sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole sizmasina neden olur. Sitokrom-c daha
sonra apoptotik proteaz aktive edici faktdr 1’e (APAF-1) e baglanir ve apoptozom
olusumunu kolaylagtirir. Apoptozom baslatici caspase-9’u aktive eder, bu da procaspase-

3’1 pargalayip aktive eder (111).

Apoptozisin ekstrinsik yolu, tiimor nekroz faktdrii (TNF) reseptor ailesinin liyeleri
olan 6liim reseptodrleri tarafindan modiile edilir. Bu 6liim reseptorlerinin toplanmasi
caspase-8’1 aktive eder. Aktive edilmis caspase-9, procaspase-3’ii dogrudan caspase-3’e

ayirir ve aktive eder (119).

2.5.2. Apoptozisde Mitokondri ve Sitokrom-c Tliskisi
Mitokondri, hiicrenin yasaminda ve liimiinde ¢ok 6nemli rol oynar ¢iinkii hayatta
kalmak icin gereken enerjinin ¢ogunu iiretip, ayn1 zamanda apoptozise giden intrinsik

yolu da diizenlerler. Mitokondrinin hiicre 6liimiine katilimi genellikle mitokondriyal
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membran depolarizasyonu veya mitokondriyal dis membran gecirgenligi takip edilerek

slgiiliir (106).
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Sekil 2.6: Apoptozis diyagrami

Mitokondri, bir i¢ ve bir dig zarla g¢evrelenmis matris igeren dinamik bir
organeldir. Apoptozis sirasinda dig zar gegirgen hale gelir ve mitokondriyal zarlar arasi
23 bosluktan ¢oziinebilir proteinler salinir bu da Caspase’larin aktivasyonunda dnemli bir
olaydir (106). Sitokrom-c, mitokondriyal elektron tasima zincirinde 6nemli bir rol oynar
ayrica apoptozisin anahtar diizenleyicisidir. I¢ ve dis mitokondriyal membranlar
arasindaki boslukta bulunur ve mitokondriyal dis membran gegirgenligini takiben
sitoplazmaya salinir. Mitokondriyal elektron tagima zincirinde Sitokrom-c, kompleks I1I’
ten kompleks IV e elektron tastyicisi olarak gorev yapar (109). Bununla birlikte, hiicrede
DNA hasari, metabolik stres veya katlanmamis proteinlerin varlig1 gibi apoptotik bir

uyar1 tespit edildiginde, intriksik apoptotik yol tetiklenir.

Proapoptik stres iizerine aktiflestirilmis Bax ve Bak, mitokondriyal dig membran
gecirgenligini indiikler. Mitokondriyal dig membran gecirgenligi sonucunda Sitokrom-c
ve zarlar arasinda bulunan proteinler sitozole salinir. Sitokrom-c, APAF-1’1 baglayarak
apoptozom adi verilen yapiy1 olusturur bu da baglatici caspase-9’u aktive eder. Aktif

caspase-9 efektor caspase-3’ii parcalayip aktive ederek hizli hiicresel yikima yol agar.
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2.5.3. Bel-2 Ailesi
Mitokondriyal apoptozis, Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir. Bcl-2 ailesi

iiyeleri apoptozis regiilatorleridir.

Bcl-2 Ailesi

Apoptosisi indiikleyen genler Apoptosisi baskilayan genler

Bad, Bax,Bcl-xs, Bid, Bak Bcl-2, Bel-x1

Antiapoptotik iiyeler, Sitokrom-c’nin salinmasini baskilar. Proapoptotik iiyelerin
antiapoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve Sitokrom-c
salimir. Bu yiizden, pro ve antiapoptotik iiyelerin dengesi yasam ve 6liim arasindaki

secenegi belirler (120).

Apoptozisi baslatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
goriilmiistiir Bu yilizden mitokondrinin aktivasyonu (Sitokrom-c’nin mitokondriden

sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siirecte geri doniilemez noktay1 gosterir.

Apoptozisin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir (121). Bcl-2/Bax gen
ailesinin triinleri, mitokondiri ve cekirdek zarlarinin yanisira endoplazmik retikulum
zarinin lizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde kompleks
olusturarak ¢alisirlar (119). Ornegin; Bcl 2’nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2’nin
oraninin daha yiliksek olmasi hiicrenin yagsamim siirdiirmesini saglarken, Bax’in daha

fazla olmasi durumunda hiicre 6liime gitmektedir (121).

Bir hiicrede hiicre i¢i Bcl-2/Bax orani hiicrenin apoptosise gidip gitmeyecegine
karar vermede son derece dnemlidir. Eger Bax fazla ise hiicre apoptozise gidecektir, Bcl-

2 fazla ise apoptozis inhibe olacaktir.

2.5.4. p53’iin Rolii
Hiicrede i¢ veya dig nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi genler,
hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir. Normalde
inaktif olarak bulunan p53 geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete
gecirir. p21 geni hiicrenin G1 fazinda kalarak S fazina ge¢mesini engeller. Boylece hiicre
siklusu durdurularak olugsmus olan DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Hiicre

hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni Bax proteinini aktive ederek mitokondri
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aracilig1 ile hiicrenin apoptozise giderek dlmesini saglar. Boylece hasarli hiicre ortadan
kaldirilmis olur. Bir tiimér siipresor gen olarak c¢alisan p53 mutasyona ugradigi ya da

bulunmadigi zaman hiicre yagami uzar (119).
2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bilimsel, tibbi ve tamisal topluluklara
kantitatif niikleik asit analizi i¢in kullanmilan giiclii bir aragtir. PCR ile, karmasik bir
numunede bulunan herhangi bir niikleik asit dizisi, kolaylikla analiz edilebilecek ¢ok
sayida 6zdes kopya olusturmak i¢in amplifiye edilebilir. Ger¢cek zamanli PCR (RT-PCR),
reaksiyon sirasinda olusan iiriin miktartyla orantili olarak reaksiyona giren boyalarin veya
problarin floresansini ve belirli bir deger elde etmek igin gereken amplifikasyon
dongiilerinin sayisini izleyerek olusan miktarda DNA molekiilii kaydedilir. Tipik olarak
amplifikasyon dongilisii basina molekiil sayisinin iki katina yakin olan belirli bir
amplifikasyon verimi varsayildiginda, ornekte baslangigta mevcut olan amplifiye
sekansin DNA molekiillerinin sayisini hesaplamak miimkiindiir (122). Giliniimiizde
mevcut olan yiliksek verimli tespit kimyalari, hassas enstriimantasyon ve optimize edilmis
tahliller ile, karmagik bir numunedeki belirli bir dizinin DNA molekiillerinin sayisi, tek
bir molekiilii tespit etmeye yetecek kadar dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilir. Gergek
zamanli PCR'nin tipik kullanimlar1 arasinda patojen tespiti, gen ekspresyonu analizi, tek
niikleotid polimorfizmi analizi, kromozom sapmalarinin analizi ve en son olarak gercek

zamanli immiino PCR ile protein tespiti yer alir (122).

Calismamizin  amaci, Cocuk Dis Hekimligi’nde endodontik tedavi
prosediirlerinde siklikla kullamlan NeoMTA® 2, NeoPUTTY®, Biodentine™ ve
MTAFlow" White ticari isimli biyoseramik icerikli kok kanal tamir materyalinin insan

periodontal ligament hiicrelerine olan sitotoksik etkisini kargilagtirmaktir.

Hipotezimiz bu dort farkli biyoseramik icerikli kok kanal tamir materyallerinin

sitotoksik etkisinin benzer olmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 07.2023 Tarih ve 56 Karar Numarasi ile onaylanmistir (EK-1). Caligma; in
vitro kosullarda gergeklestirilen deneysel bir ¢alisma olup, kok hiicre izolasyonu ve
deneyler Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji ile Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Kok hiicre izolasyonu i¢in gerekli olan
insan periodontal ligament dokusu, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Cocuk Dis Hekimligi Anabilim Dali’na bagvuran 14-18 yag
araliginda, sistemik bir hastaligi bulunmayan hastalarin ortodontik amagla ¢ekim
endikasyonu konulmus birinci kiiciik azi dislerinden elde edildi. Calismaya katilan
goniillii bireylerin velilerinden Goniillii Bilgilendirme ve Onam Formu’nu okumalarinin

ardindan imzali onaylar1 alind1 (EK-2).

3.1. Gerecler

3.1.1. Caismada Kullanilan Biyoseramik I¢erikli Materyaller ve i¢cerikleri
Caligmada kullanilan biyoseramik igerikli kok kanal tamir materyalleri Sekil

3.1°de gosterilmektedir.

Brodentine”

Sekil 3.1: Caligmada kullanilan biyoseramik icerikli kok kanal tamir materyalleri: BiodentineTM,

NeoPUTTY®, NeoMTA 2® ve MTAFlow ' White.

Caligmamizda kullanilan kok kanal tamir materyallerinin igerigi, tipi, uygulama

sekli ve tretici firmalar ile ilgili bilgi Tablo 3.1 *de gdsterildi.

26



Tablo 3.1. Caligmada kullanilan biyoseramik igerikli kok kanal tamir materyallerinin igerigi, tipi,

uygulama sekli ve tiretici firmalar.

Materyal icerigi Tipi/Uygulama Uretici Firma
Sekli
NeoMTA® 2 Toz: Trikalsiyum silikat, Toz-likit jel NuSmile, Houston,
dikalsiyum silikat, TX, USA
tantalyum oksit, kalsiyum
stilfat
Jel: su ve polimer
NeoPUTTY® Susuz organik bir likit Onceden Avalon Biomed,
icinde trikalsiyum silikat, karistirilmis Houston, TX, USA
dikalsiyum  silikat  toz, macun
tantalyum oksit kivaminda
uygulamaya
hazir
Biodentine Toz: Kalsiyum karbonat, Toz-likit Septodont, Saint-
trikalsiyum silikat, Maur-des-Fosses
dikalsiyum silikat ve Kapsiil Cedex, France
zirkonyum oksit igerisinde toz,

pipet igerisinde
Likit: Kalsiyum klorit ile likit bulunur.

su

WUl e Toz: Dikalsiyum silikat, Toz-likit Ultradent Products
trikalsiyum silikat, Inc South Jordan,
tantalyum oksit UT, USA

Likit: Suda ¢oziiniir silikon
bazli jel
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3.1.2. Hiicre Kiiltiir Calismasinda Kullanilan Cihazlar, Sarf Malzemeler

ve Kimyasallar

3.1.2.1. Cihazlar
Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Uretici Model/Katalog No Cihaz

Beko 74785 MB Mini Buzdolab1

Biosan MSH 300 Manyetik Karistirict
Deltalab EN 12469 Kimyasal Madde Kabini
Drummond 4-131-201-E Sarjli otomatik pipetleyici
Gilson Pipetman F144801 0,2-2 pL pipet

Gilson Pipetman F144802 1-10 pL pipet

Gilson Pipetman F123601 20-100 pL pipet

Gilson Pipetman F123602 200-1000 pL pipet
HeraCell 1501 Karbondioksitli inkiibator
In Vitrogen Qubit 2.0 Qubit florometri cihazi
Inolab WTW pH720 pH metre

Isolab 075.03.001 Neubauer hematositometri lam1
Nalgene 5100-001 Hiicre dondurma tasiyicisi
Nikon Eclipse TS100 Ters faz kontrast mikroskop
Niive ST 30 Calkalamali su banyosu
Niive NF 800 R Santrifiij cihaz1

Niive 0T 012 Otoklav

Olympus DP25 Mikroskop kamerasi
Panasonic VIP Plus -80 °C derin dondurucu
Precisa XB 220 A Hassas terazi

Thermo Scientific

Forma Direct Heat

Karbondioksitli inkiibator

Thermo Scientific

MSC-Advantage

Sinif II biyogiivenlik kabini

Thermo Scientific Multiskan GO ELISA okuyucu

Thermo Scientific 400P Gii¢ kaynagi

Thermo Scientific Minicell Primo EC320 Elektroforez jel sistemi

Worthington UN1977 S1vi1 azot tank1

Eppendorf EP6336000023 Eppendorf Thermal Cycler
Cihazi

Vilber Lourmat BIO-VISION Ad4116 Jel Goriintilleme Sistemi

Quant Studio 5 A34322 Real Time PCR
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Sekil 3.2: Karbondioksitli inkiibator

Sekil 3.3. Santrifiij cihaz1
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Sekil 3.4: Mikrosantrifiij cihazi

Sekil 3.5: Calkalamali su banyosu

30



Sekil 3.6: Laminer akisli kabin

Sekil 3.7: Mikroskop
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3.1.2.2. Sarf Malzeme ve Kimyasallar

Tablo 3.3. Kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar.

ABP Biosciences NO18 iQuant™ RNA BR Assay Kit

A.B.T.™ Q03-02-05 2X gPCR SYBR-Green
MasterMix

BioFroxx 298-93-1 3-(4,5-dimetiltiyazol-.2-y1)-2,5
difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT)

Biowest L0009-100 Amfoterisin-B (100X)

Capricorn TRY-1B10 Tripsin-EDTA (10X)

Corning CLS4488-200EA 10 mL serolojik pipet

Corning CLS4487-200EA 5 mL serolojik pipet

Corning CLS4489-200EA 25 mL serolojik pipet

Gibco 11900-073 Alpha MEM

Gibco 25030-024 L-Glutamin (200mM)

Gibco 15140-122 Penisilin-streptomisin

Merck MilliEx SLGP033RS 0,22 um Filtre

Sigma T6146-25G Tripan Mavisi

VWR 10062-872 T25 hiicre kiiltiir kab1

VWR 10062-860 T75 hiicre kiiltiir kab1

VWR 525-0610 50 mL steril santrifiij tiipii

VWR 525-0604 15 mL steril santrifiij tiipi

VWR 89041-376 1-200 pL pipet ucu

VWR 89041-370 100-1250 pL pipet ucu

VWR 53509-070 0,1-10 pL pipet ucu

VWR 83009-668 Real Time PCR Plate

Thermo 15596026 RNA izolasyon Kiti

Nucleogene NGMMO019 NucleoGene c¢DNA Synthesis
Kiti
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3.2. Yontem

3.2.1. Cahsmada Kullamlan Biyoseramik I¢erikli K6k Kanal Tamir

Materyallerinin Hazirlanmasi

Afyonkarahisar Saglk Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda laminar akisli kabin i¢inde Sekil 3.4’de gdsterilen sekilde
biyoseramik icerikli kok kanal tamir materyalleri aseptik kosullarda hazirlandi.
Calismaya dahil edilen materyallerden NeoMTA® 2 ve MTAFlow™ White toz-likit
formunda fireticinin tavsiyeleri dogrultusunda karistirildi. 15x15 mm uzunluk ve
genisliginde, 5 mm yiiksekliginde plastik doku gomme kalib1 icerisine yerlestirildi.
NeoPUTTY® &nceden karistirilmis macun formunda oldugu igin direkt plastik kalibin
icerisine yerlestirildi. Biodentine™ fiiretici talimatlari dogrultusunda kapsiiliiniin
icerisindeki toza pipetindeki likitten 5 damla damlatilarak amalgamatdr yardimiyla 30
saniye karistirilip kapsiil icerisinden ¢ikarildi ve plastik doku géomme kalib1 igerisine

yerlestirildi.

Daha sonra kok kanal tamir materyalleri sertlesmenin ger¢eklesmesi igin 24 saat
boyunca 37°C’de %5 CO» ile nemlendirilmig inkiibatorde bekletildi. Sertlesmesi
tamamlandiktan sonra kabin icerisinde 30 dakika ultraviyole 151k altinda birakilarak

sterilize edildi.

Sekil 3.8: A) NeoMTA 2® toz ve likit formunda karistirilmaya hazir, B) Plastik doku gémme kalib1
icerisine konulmus NeoMTA 2
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Sekil 3.10: Biodentine kapsiiliiniin igerisine likidi eklendikten sonra amalgamatorle
karistirilip plastik doku gdmme kalib igerisine yerlestirildi.

34



Sekil 3.11: A) MTAFlow' " White iiretici talimatlarina gore hazirlanmasi,

B) MTAF low' " White sertlesmesi i¢in plastik doku gdmme kalib1 icerisine yerlestirildi

3.2.2. Periodontal Ligament Dokularinin Elde Edilmesi
Ocak 2023 ve Temmuz 2023 tarihleri arasinda, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Cocuk Dis Hekimligi Anabilim Dali’na ortodontik seri cekim icin bagvuran
hastalarin 1. kiiciik az1 dislerinin minimal travmatik dis ¢ekimi gerceklestirildi. Dis
cekimi sonrasi gingival ve apikal 1/3 liik boliimden doku kontaminasyonunu 6nlemek
icin kok ylizeyinin orta 1/3 kismindan periodontal ligament dokusu bistiiri yardimiyla
kazinarak %] Penicillin - Streptomycin ve fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) bulunan 15

ml’lik steril konik kapakl tiipler ile 1 saat icerisinde laboratuvara tagindi.
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Sekil 3.12: A) Ortodontik amagla cekilen kii¢iik az1 disinin gingival ve apikal tgliisiindeki dokular
kontaminasyonun olmamasi i¢in uzaklastirilmistir, B) PDL dokusunun bistiiri ile kazinmasi

Sekil 3.13: Tasima soliisyonu igerisindeki PDL dokusunun goriintiist
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Sekil 3.14: A) PDL dokularinin tagima soliisyonu igerisinden pipet ile ¢ekilmesi, B) Dokularin 6 well

plate besiyerine alinmasi

3.2.3. Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

Periodontal ligament hiicre izolasyonu eksplant kiiltiir yontemi ile yapildi. Doku
ornekleri, steril bistiiri kullanilarak 1mm?*’liik kii¢iik pargalara ayrildi, 3 kez antibiyotikli
PBS ile yikandi ve hiicreler %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin igeren alfa MEM
kiiltiir medyumu ile flasklara ekildi ve %5 CO; igeren inkiibatorde 37 °C'de kiiltiire edildi.
Kiiltiir ortamu1 3 giinde bir degistirildi. Eksplant doku parcasi etrafinda ¢ogalan hiicreler
ters faz kontrast mikroskop altinda gozlemlendi. %70 konfluense ulastiktan sonra
hiicreler %0.05'lik Tripsin, 0.53 mM Etilen diamino tetra asetik asit (EDTA) ile

pasajlandi. Tim deneylerde 3. pasajdan sonraki hiicreler kullanildi.
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Sekil 3.15: Dokularin inkiibatore yerlestirilmeden 6nceki goriintiisii

3.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in kiiltiir kaplarindan medyum uzaklastirildi ve flask
steril PBS ile yikandi. Hiicreleri igeren kiiltiir kaplarina tripsin-EDTA soliisyonu eklendi.
Hiicreler 37°C’de yaklasik 5 dakika inkiibe edilerek yiizeyden ayrilmalari saglandi. Ters
faz kontrast mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 gozlendikten sonra tripsin-
EDTA aktivitesini durdurmak i¢in kiiltiir kabina %10 FBS iceren hiicre kiiltiir medyumu
ilave edildi. Hiicreler 15 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi ve 250 g de 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve hiicre peleti ImL hiicre kiiltiir medyumu ile siispanse
edildi. Bu siispansiyondan 30ul 6rnek almarak esit miktarda tripan mavisi boya
soliisyonu (%0,4) ile iyice karigtirildi. Bu karigimdan 10 ulL alinarak Neubauer lami
iizerinde 4 farkl karede hiicre sayimi yapildi. Hiicreler 25 cm?2’lik yeni kiiltiir kaplarina
5x10 hiicre/flask konsantrasyonunda ekilerek pasajlama islemi tamamlandi. Bu islem

dordiincii pasaja kadar siirdiiriildii.
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3.2.5. Biyoseramik I¢erikli Kok Kanal Tamir Materyallerinin Hiicre
Kiiltiiriine Yerlestirilmesi
Lameller, hiicrelerin direkt ya da indirekt temasini saglamasi i¢in Sekil 3.16 ve
3.17°deki gibi igerisinde 3 ml medyum iceren 6 kuyucuklu plakadaki biyomateryaller

iizerine yerlestirildi.

Sekil 3.17: Biodentine " 6 well plate igerisine hiicre lamelleriyle birlikte yerlestirildi.

39



3.2.6. MTT Testi

Biyomateryallerin hiicrelerin canlilif1 ve ¢ogalmasi tizerindeki etkisini belirlemek
icin MTT testi yapildi. Hiicreler; %10 FBS, %1 glutamin %1 Penisilin-streptomisin,
%0.01 Amfoterisin- B igeren a-MEM medyum igerisinde siispanse edilerek 24 kuyucuklu
plaka icine yerlestirilen steril lameller iizerine her kuyucukta 3X10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler 37 °C'de, %5 CO: igeren ortamda 48 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
lameller, hiicrelerin direkt ya da indirekt temasin1 saglayacak sekilde icerisinde 3 ml
medyum iceren 6 kuyucuklu plakadaki biyomateryal iizerine yerlestirildi. Ayrica kontrol
amagli olarak bazi lameller sadece medyum igeren ortama konuldu. Her uygulama igin 3
tekrar yapildi. 48 saatlik inkiibasyonu takiben Orazizadeh ve ark.’min protokolleri
modifiye edilerek MTT analizi yapildi (123). MTT stok soliisyonu (5mg/ml), medyum
icerisinde 1:9 dilue edilerek ¢aligma soliisyonu (500 pg/ml) hazirlandi. Hazirlanan MTT
soliisyonu 24 kuyucuklu plakanin her kuyucuna 1 ml olacak sekilde konuldu. Daha sonra
biyomateryaldeki lameller ve kontrol i¢in ayrilan lameller hiicreler iist tarafa bakacak
sekilde 24 kuyucuklu plakada MTT soliisyonu igine aktarildi. Hiicre igermeyen lameller
blank olarak MTT soliisyonu igeren kuyucuklara konuldu. Plaka aliiminyum folyoya
sarilarak etiivde 37 °C'de 4 saat inkiibe edildi. MTT soliisyonu uzaklastirildiktan sonra
her kuyucuga 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. 10 dakika calkalayicida bekletildi.
Mikroplaka okuyucuda okutmak i¢in drnekler Sekil 3.18’deki 96 kuyucuklu plakaya
aktarildi. 24 kuyucuklu plakadaki her kuyucuk i¢in 96 kuyucuklu plakada 200ul’lik 3
kuyucuk olusturuldu. Mikroplaka okuyucuda 570 nm’da okutuldu. Biitiin asamalar
karanlik ortamda gerceklestirildi.
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Sekil 3.18: 96 kuyucuklu plakanin mikroplaka okuyucu 6ncesi hazirlanmasi

Degerlendirme: Biyomateryal ile temasi olmayan kontrol grubunda hiicre canliligi %
100 olarak kabul edildi, deney gruplarinda hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade
edildi. % canlilik orani: (deney grubu absorbans degeri/kontrol grubu absorbans degeri)

X100 formiilii ile hesapland.

3.2.7. RNA Izolasyonu i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

24x24 mm boyutunda lamellerin her biri 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina
yerlestirildi. Plakalar icerisinde kuyucuklara yerlestirilen lameller fotal bovine serum ile
kaplandiktan sonra her bir kuyucuga 100.000 hiicre olacak sekilde periodontal ligament
hiicreleri ekildi. Hiicreler 48 saat sonra kiiltiire edildi ve hiicreler ile kapli lameller kok
kanal tamir materyali ile kaplh 6 kuyucuklu plakalara yerlestirildi. Her grup i¢in 6
kuyucuklu plakanin kuyucuklaria yerlestirilen 6 adet hiicre kapli lamel kullanildi.
Direkt hiicre temasi i¢in lamelin hiicre ile kapl yiizii MTA materyaline bakacak sekilde
ters yerlestirildi. Indirekt hiicre temasi icin ise lamelin hiicre ile kapl yiizii yukar1 bakacak

sekilde yerlestirildi. 24 ve 48 saat 37 °C’de %5 CO>’ li ortamda inkiibe edildi.

Biyomateryaller ile kiiltiire edilen periodontal ligament kdkenli hiicreler ile kapl
lameller ayr1 bir 6 kuyucuklu plakalara alind1 ve hiicreler 1 ml tripsin-EDTA (%0.25)
soliisyonu eklenerek lamel yiizeyinden kaldirildi. 1 ml %10 FBS igeren hiicre kiiltiir

medyumu eklenerek Tripsin-EDTA aktivasyonu durduruldu. Hiicreleri i¢eren medyum
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15 mL’lik tiiplere alinarak 10 dakika boyunca 350 g de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti 1 mL kiiltiir medyumu ile siispanse edildi ve 1,5
mL’lik ayr bir santrifiij tiipiine aktarildi. Mikro santrifiij cihazinda 10 dakika 350 g de
santriflyj edilen 6rneklerin siipernatant1 atildiktan sonra tiipiin dibinde kalan pelet RNA

izolasyonu i¢in -80°C’de saklandi.

3.2.8. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) icin RNA
izolasyonu
Periodontal ligament kdkenli hiicrelerden total RNA, ticari RNA izolasyon kiti
(TRIzol Reagent, Thermo) kullanilarak izole edildi.

Ornekler ilk olarak -80 °C’den -20 °C’ye daha sonra +4°C’de beklenerek oda
sicakligina alindi. Orneklere 200 ul PBS eklenerek tiipiin dibindeki hiicreler siispanse
edildi. Daha sonra 6rneklere 1000 pl Lizis Buffer ve 10 pl f-merkaptaetanol eklendi. Elde
edilen karigim pipetleme yapildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiiplere 200 ul kloroform: izoamil alkol etanol karigimi (49:1) eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra iki dakika inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyondan sonra +4°Cde 12.000
g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijii takiben tiiplerde 2 faz halinde altta DNA, {istte
RNA igeren ve ortada beyaz katman igeren yap1 elde edildi. RNA’lar igeren {ist kisim
yeni santrifiij tiipiine aktarildi. Yeni tlipe aktarilan RNA miktariin (~ 600 pl ) 1,25 kati
kadar tiiplere etanol eklendi ve pipetleme ile karigtirildi. Elde edilen lizattan spin kolon

tiiplere 700 pl eklendi ve tiip, 12.000 g’de 20 saniye santrifiij edildi.

Sekil 3.19: A) 2 faz halinde altta DNA {istte RNA igeren ve ortada beyaz katman igeren yapi, B) RNA’larin

spin kolona aktarilmasi, C) Spin kolonda altta kalan sivinin uzaklastirilmasi.
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Santrifiij bitiminde spin kolon tiipiiniin altinda toplanan sivi uzaklastirildi ve elde
edilen lizatin kalani i¢in ayni1 islem tekrar edildi. Daha sonra spin kolona 700 pl yikama
sollisyonu 1 eklendi ve 12000 g de 20 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda spin
kolon tiipiiniin altinda kalan s1vi uzaklastirildi. Spin kolona 600 ul yikama soliisyonu 2
eklendi ve 12000 g de 20 saniye santrifiij edildi. Tipiin alt kismindaki sivi
uzaklastirildiktan sonra bu islem bir kere daha tekrarlandi. Yikama asamasi bittikten
sonra spin kolon bos bir sekilde 17000 g de 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun alt
kismi atilarak kolon filtresi bagka bir santrifiij tiipline yerlestirildi. Kolon filtresine
niikleaz igermeyen 60 °C’deki 60 ul dietil pirokarnonatli (DEPC) su eklendi. Santrifiij
tiipleri 12000 g 1 dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi kolon filtresi atilarak tiiplerin
kapaklar1 kapatildi. Elde edilen RNA’larin her birinden 5 pl alindi ve pDrop Plaka
kullanilarak total RNA miktari, DNA kontaminasyonu (260/280 nm dalga boyunda) ve
kimyasal kirliligi (260/230 nm dalga boyunda) MultiScanGo (Thermo Scientific)
cihazinda tespit edildi. RNA’lar daha sonra komplement DNA (cDNA) sentezinde

kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi.

Total RNA miktar1 The iQuant™ RNA BR Assay Kitin talimatlarina gére, Qubit
2.0 Florometre cihaz1 ile belirlendi. Ornekler 1 pl’de ayn1 ng RNA icerecek sekilde

sulandirildiktan sonra cDNA sentezi asamasina gegildi.

3.2.9. Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi
Standardize edilen RNA oOrneklerinden NucleoGene cDNA Synthesis Kiti
araciligt ile qPCR’da kullanilmak {izere cDNA elde edildi. Bu amagla 0.2 mL tiiplere
ornek bagina Tablo 3.4’de belirtilen kimyasallar kullanilarak reaksiyon karigimi
hazirland1. Hazirlanan karisim 25 °C’de 5 dakika, 50 °C’de 30 dakika, 85 °C’de 5 dakika
inkiibe edildikten sonra qPCR’da kullanilmak iizere —20 °C’de saklandi.

Tablo 3.4: cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Miktar
NucleoGene cDNA Sentez Kiti 4 ul

1 ug RNA 8 ul
RNAz icermeyen su 8 ul
Toplam hacim 20 ul
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Gradient PCR

Primer c¢iftleri i¢in en uygun baglanma sicakligini (melting tempature, Tm) belirlemek
amaciyla her primer ¢iftine ayr1 ayr1 gradient PCR yapildi. Bu amagla 2X qPCR SYBR-
Green MasterMix 5 pl, ileri primer 0,4 pl, geri primer 0,4 pl, cDNA 1,5 pl ve RNAz
icermeyen su 2,7 pl ile toplam hacim 10 pl olacak sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi
ve termal siklus cihazina yerlestirildi. Eppendorf Thermal Cycler cihazi1 95 °C’de 5
dakika 1 dongii; 98 °C’de 15 sn, 56-66 °C 30 sn ve 72 °C’de 40 sn 40 dongii; 72 °C’de 5
dakika 1 dongii olacak sekilde programlandi.

RT-PCR analizi ile periodontal ligamentten elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde 1,2,3
ve 4. Pasajda toplanan hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelere 6zgii antijenlere ait
ekspresyon diizeyleri CD 29+, CD 44+, CD 45-, CD 105+ primerleri kullanilarak

belirlendi.

Biyoseramik igerikli iiriinler ile kiiltiire edilen PDL’den elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerde dissal ve icsel apoptoz yolaklarinda etkili olan TNF-a, Bcl-2, p53 ve

caspase-3 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Tim caligmalarda referans gen olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz
(GAPDH) geni kullanildi. Kullanilan belirteglerin primerleri FastPCR Professional 6.1.2
beta yazilimi yardimiyla tasarlandi. Primerler, kullanilmadan o6nce 10 pmol/pL

konsantrasyonuna seyreltildi.
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Tablo 3.5: Kullanilan primerler ve 6zellikleri

Gen ileri (5°—37) Geri (53) (Tc,‘é‘) g?fzﬁ

CD29 AAGATCAGGGGAGCCACAGAC GCCAAATCCAATTCTGAAGTCCGA 65 187
CD44 CTGAGCCTGGCGCAGATCGA TCCGAGAGATGCTGTAGCGACC 65 91

CD45 TTGCTGCACAAGGTCCCAGGGA AGTGCCCTCTTCCATTGACGGCCA 65 152
CD105 GCCTACAATTCCAGCCTGGTC GATGCTCTGGGGGTCATTCAGC 65 150
P53 ATAGCGATGGTCTGGCCCCTC GGTGGTACAGTCAGAGCCAACCTC 62 143
Caspase-3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA CCTGAGGTTTGCTGCATCGA 65 159
Caspase-9 AAATATGTCCTGGGGTAT TACAGCTGTTCAGACTCTAGTA 57 128
TNF-a GAGTGACAAGCCTGTAGCCCA GCTGGTTATCTCTCAGCTCCACG 56 119
Bcl-2 AGTACCTGAACCGGCACCT GCCGTACAGTTCCACAAAGG 56 74

GAPDH CAAGGTCATCCATGACAACTTTG GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 63-65 496
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Gradient PCR islemi sonucu elde edilen {iriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla
(%3’lik) agaroz jel hazirlandi. Jelde bulunan her bir kuyucuk igin 8 pl yiikleme boyasi
(1x loading dye) ve 4 ul PCR f{iriinii igeren karisim kuyucuklara yiiklendi ve 90 voltta (7
V/em) 40 dakika yiiriitiildii. Daha sonra PCR sonuglart Vilber Lourmat BIO-VISION jel
goriintliileme sisteminde Sekil 3.20°deki gibi goriintiilendi. Isima goriintiisii veren bantlar

pozitif, 1s1ma goriilmeyen bantlar ise negatif olarak degerlendirildi.

Sekil 3.20: Gradient PCR primer goriintiileri

3.2.10. Real-Time PCR Analizi
Real-time PCR analizi i¢in A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix with
ROX kiti kullanildi. Tablo 3.6’da belirtilen sekilde reaksiyon karigimi hazirlandi ve
karisim 8,5 pL olacak sekilde 96 kuyucuklu PCR plakalarinin kuyucuklarina dagitild.
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Reaksiyon karistminin iizerine her bir 6rnegin cDNA”’ s1 1,5 pL eklendi. PCR plakalarinin
iizeri optik gecirgen bir bant ile kapatilarak 1700 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Karanlik ortamda RT-PCR cihazinda (Quant Studio 5) analizler yapildi.

Tablo 3.6: RT-PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlar

Kimyasallar Miktar
2X qPCR SYBR-Green MasterMix Sul
[leri primer 0,4 pl
Geri primer 0,4 ul
RNAZ icermeyen su 2,7 ul
Toplam hacim 8,5 ul

RT-PCR analizinde denatiirasyon (Denaturation), baglanma (Annealling) ve uzama
(Extention) olmak {iizere 3 asamada toplam 40 dongli yapildi ve olasi bir DNA
kontaminasyonu veya varsa primer dimerlesmesini belirlemek amaciyla erime egrisi

(Melting Curve) analizi de gergeklestirildi.

Tablo 3.7: RT-PCR analiz agamalari

PCR Asamalar Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslagi¢ denatiirasyonu 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

Baglanma 60-66 30 sn 40
Uzama 72 40 sn

Melting curve 65 4 sn 1

Denatiirasyon, primer yapigsmasi ve zincir uzatma olmak iizere ii¢ basamaktan
olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii
esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ifade diizeylerinin nisbi
degisimleri 2-AACt metodu ile hesaplandi. Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedefgen — Ctpeta actin)denek grubu — ( Cthedefgen — Ctpeta actln)kontrol grubu

formiilii uygulandi; hesaplanan deger her bir gen i¢in 2-AACt formiiliinde yerine
konularak mRNA ifade diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi Endojen
kontrol olarak GAPDH geni kullanild1 ve her bir 6rnege ait GAPDH gen diizeyine gore
diger genlerin ifade diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi. RT-PCR

calismalarinda deneysel hatalar1 ve farklar1 azaltmak i¢in her gruptan ornekler ayni
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sartlarda ve ayn1 grup icerisinde 3’er kez calisilarak bu ii¢ 6l¢limiin ortalamasi analizlerde

kullanild.

istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics version 22
(Statistical Package for Social Science, IBM SPSS, Chicago, U.S.A.) programi
kullanilarak yapildi. iki grubun sayisal verileri arasindaki farkin analizinde Mann-
Whitney U Testi ikiden fazla grup durumunda verilerin gruplar arasi karsilastirmalarinda
Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde Mann Whitney U test
kullanilds. Istatistiksel anlamlilik degeri olarak p<0,05 belirlendi. Bu varsayima gore elde
edilen degerlerin 0,05’den biiylik olmasi durumunda istatistiksel anlamlilik olmadig,

0,05°den kiigiik olmas1 durumunda ise degerlerin anlamlilik ifade ettigi anlasilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Periodontal ligament hiicre morfolojisi

PDL doku parcalarinin kiiltiire edildikten 7 giin sonra doku ¢evresinde hiicrelerin
cogalmaya basladigi belirlendi. Yaklasik 3 hafta sonra hiicrelerin %70 konfluense ulastig:
fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklar1 gézlendi. Tiim pasajlarda hiicrelerin bu
morfolojiyi koruduklar1 saptandi. Sekil 4.1°de Pasaj 4 (P4)’deki hiicrelerin mikroskop

goriintlisii goriilmektedir.

Sekil 4.1: PDL fibroblast hiicrelerinin mikroskop goriintiisii

4.1.1. P1’e Gore P2, P3 ve P4’te Periodontal Ligament Hiicrelerinde
Mezenkimal Kok Hiicre Belirteclerinin Gen ifadeleri
PDL hiicreleri 4. pasaja kadar ¢ogaltildi ve P1’e gore P2, P3 ve P4 teki hiicrelerde
mezenkimal kok hiicre belirteglerinin gen ifadeleri kat degisimi seklinde Tablo 4.1°de

gosterildi.

P1 hiicreleri ile karsilastirildigi zaman P2 ve P3 hiicrelerinde CD29 gen ifadesinin
azaldig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi. Pasaj 4
hiicrelerinde ise bu gen ifadesinin arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
saptandi.
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CD44 gen ifadesinin P1 hiicrelerine kiyasla P2 ve P4 hiicrelerinde arttig1 ancak
bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi. P3 hiicrelerinde ise bu gen

ifadesinin istatistiki olarak 6nemli olmayan seviyede azaldig: tespit edildi.

CD45 gen ifadesinin P1 hiicrelerine kiyasla P2, P3 hiicrelerinde azaldig1 belirlendi
ve gen ifadesindeki azalmanin gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmadig:
saptandi. P4 hiicrelerinde ise bu gen ifadesinin arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 belirlendi.

CD105 gen ifadesinin P1 hiicrelerine gore P2, P3 ve P4 hiicrelerinde azaldigi
tespit edildi ve gen ifadesindeki azalmanin tiim gruplarda istatistiksel olarak onemli

bulunmadig1 saptandi.
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Tablo 4.1: P1, P2, P3 ve P4’teki Periodontal hiicrelerinde mezenkimal kok hiicre belirteglerinin gen ifadelerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

GENLER CD29 CD44 CD45 CD105
N Pasaj Gruplari Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Oitgl]a)ma Ortanca
3 .
PASAJ 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
3 b
PASAJ2 0,228+0,221 0,184 2,027+0,748 1,948 0,3040,081 0272 0,003+0,001 0,004
3 ¢
PASAJ 3 0,165+0,006 0,168 0,555+0,481 0,665 0,478+0,347 0,298  0,007+0,006 0,005
3 d
PASAJ 4 3,675+3,092 4,795 1,508+0,936 0,936 1,670+1213 2,013 0,112+,0376 0,108
a-b— 0,180 a-b-0,180 a-b=0,180 a-b=0,157
P a-c=0,180 a-c=0,180 a-c=0,180 a-c=0,180
a-d=0,655 a-d=0,655 a-d=0,655 a-d=0,180
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4.2. MTT Testi

Tiim biyomateryal gruplarinda, direkt biyomateryale maruziyette hiicre
canliliginim indirekt maruziyete gore daha az oldugu goriilmektedir. MTAFlow ™ White,
NeoPUTTY® ve Biodentine™ gruplarinda indirekt uygulamadaki % hiicre canlig1, direkt
uygulamaya gore istatistiksel olarak onemli iken (p<0.05), NeoMTA® 2’deki fark ise

istatistiksel olarak onemli bulunmadi.

Tablo 4.2: indirekt ve direkt uygulamalarda MTT analiz sonuglarinin grup i¢inde karsilagtiriimasi.

Biyomateryal Group N Ortalama +S.D. Ortanca p
MTAFlow™ Whi Indirekt 3 167,927+8,970 166,218 0.050%
oW WE ekt 3 19,114+,14,787 ’

Neo MTA® 2 In.direkt 3 190,428+,31,457 196,043 0.513
Direkt 3 176,550+£34,429

NeoPUTTY® In.direkt 3 70,754+11,158 71,527 0,050*
Direkt 3 48,512+3,804

Biodentine™ In.dlrekt 3 75,545+6,783 75,028 0,050*
Direkt 3 24,422+14,086

*p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

MTAFlow™ White ve NeoMTA® 2 indirekt uygulamasinin hiicre sayisini
kontrole gore arttirdigi gozlendi. Ancak tiim biyomateryal gruplar1 kontrolle
karsilastirildiginda higbir grupta 6nem gozlenmedi. Istatistiksel olarak MTAFlow™
White ve NeoMTA® 2 indirekt arasinda istatistiksel fark bulunmazken her iki
biyomateryalin NeoPUTTY® ve Biodentine™ gore istatistiksel olarak énemli oldugu
belirlendi. NeoPUTTY® ve Biodentine™ arasinda fark saptanmadi [Sirasiyla (p<0.05) ve
(p<0.0I) ve Biodentine " (p<0.05)].

Tablo 4.3: Indirekt uygulamalarda MTT analiz sonuglarmin gruplar arasmda karsilastirilmasi.

Grup Biyomateryal N Ortalama £S.D. Ortanca P
™
MTAFlow ~ White® 3 167,927+8,970 166,218
a-b: 0,783
a-c: 0,013*
NeoMTA® 2 3 190,428+,31,457 196,043 a-d: 0,028*
a-e: 0,272
S ® b-c: 0,006**
INDIREKT NeoPUTTY ™ ¢© 3 70,754+11,158 71,527 b-d: 0,013*
b-e: 0,169
Bi L™ c-d: 0,783
iodentine 3 75,545+6,783 75,028 c-e: 0,169
d-e: 0,272
KONTROL® 3 100,000+0,000 100,000
a: MTAFlow White b: NeoMTA 2 c: NeoPUTTY d: Biodentine e: Kontrol *p<0.05; **p <0.01; ***p <
0.001.
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Hiicrelerin biyomateryale direkt temasta kaldig1 gruplarda sadece NeoMTA® 2
grubunda hiicre canlilik yiizdesinin kontrole gére arttig1 gozlendi (p<0.05). MTAFlow"
White grubunda direkt temasta kontrole gore istatiksel olarak 6nemli olan azalma
gozlendi (p<0.05). Diger gruplarda ise kontrole gore hiicre canlilik yiizdesinde
istatistiksel diizeyde onemli olmayan azalma belirlendi. Ayrica NeoMTA® 2 grubundaki

artis MTAFlow " White ve Biodentine" gruplarina gore de énemliydi (p<0.01).

Tablo 4.4: Direkt uygulamalarda MTT analiz sonuglarinin gruplar arasinda karsilastirilmast.

Grup Biyomateryal N Ortalama £S.D. Ortanca P
™ . 4
MTAFlow  White ® 3 19,114+14,787 13,873
a-b: 0,003%*
® 0 a-c: 0,169
NeoMTA™ 2 3 176,550+34,429 166,931 a-d: 0,783
a-e: 0,028*
. ® b-c: 0,099
DIREKT NeoPUTTY™ ¢ 3 48,51243,804 48,942 b-d: 0,006%*
b-e: 0,410
™ c-d: 0,272
Biodentine ¢ 3 24,422+14,086 19,578 c-e: 0,410
d-e: 0,054
KONTROL *© 3 100,000£0,000 100,000
a: MTAFlow White b: NeoMTA 2 c: NeoPUTTY d: Biodentine e: Kontrol *p <0.05; **p<0.01;
#xkp < 0.001.

4.3. Real Time PCR Bulgulan

4.3.1. Periodontal Ligament Hiicrelerinin Biyomateryallere Indirekt Olarak 24 ve
48 Saat Siireyle Maruz Birakildifinda Apoptozis ile lgili Belirteclerin Gen
Ifadelerindeki Kat Degisimlerinin Istatistiksel Olarak Karsilastirlmasi

Calismamizda, PDL hiicrelerinin biyomateryallere indirekt olarak 24 ve 48 saat
siire ile maruz birakildiginda hiicrelerin apoptozis ile ilgili belirte¢lerinin gen diizeyindeki
farkliliklar1 kat degisimi olarak Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da gosterildi. Kontrol grubu olarak

P3’ten sonraki periodontal hiicreler kullanilda.

4.3.1.1. Biyomateryallerin 24. Saat indirekt Etkisinde Apoptozis Gen
Belirtecleri
Indirekt olarak 24 saat boyunca Biodentine’e maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bel-2 gen ifadesi 311,798 kat, caspase-3 gen ifadesi 1,652 kat, p53 gen ifadesi 8,747
kat, TNF-a gen ifadesi 49,919 kat ve caspase-9 gen ifadesi ise 2,875 kat artt1. Kontrol ile
karsilastirildiginda sadece Bcl-2 gen ifadesindeki kat artis1 p<0.05 diizeyinde 6nemli
olarak belirlendi. Indirekt olarak 24 saat boyunca MTAFlow™ White’a maruz kalan
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hiicrelerde Bcl-2 gen ifadesi 52,043 kat, p53 gen ifadesi 2,089 kat, TNF-a 2,371 kat
artarken caspase-3 ve caspase-9 gen ifadeleri sirasiyla 0,182 ve 0,626 kat azaldi. Fakat
kontrol ile karsilagtirlldiginda gen ifadelerinin kat diizeyleri arasinda istatistiki olarak

onem saptanmadi.

Indirekt olarak 24 saat boyunca NeoMTA® 2’ye maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcl-2 gen ifadesi 4,104 kat, p53 gen ifadesi 1,414 kat ve caspase-9 gen ifadesi ise
13,363 kat artarken, caspase-3 ve TNF-a gen ifadeleri sirasiyla 0,094 ve 0,7 kat azaldi.
Fakat kontrol ile karsilastirildiginda gen ifadelerinin kat diizeyleri arasinda istatistiki

olarak fark belirlenmedi.

Indirekt olarak 24 saat boyunca NeoPUTTY®’ye maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bel-2 gen ifadesi 2,756 kat, caspase-9 gen ifadesi 5,408 kat artarken; caspase-3, p53
ve TNF-a gen ifadelerinde sirasiyla 0,416, 0,442 ve 0,332 kat azaldi. Fakat kontrol ile
karsilastirildiginda gen ifadelerinin kat diizeyleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark

saptanmadi.

Indirekt olarak 24 saat boyunca 4 grupta farkli kok kanal tamir materyallerine
maruz birakilan periodontal ligament hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Bcl-2 geninin ifadesinde kat artis1 goriildii ve bu artisin dzellikle Biodentine™ ve MTA
Flow"" White gruplarinda ¢ok yiiksek olarak saptandi. Ancak gen ifadesindeki bu artig
istatistiki olarak sadece Biodentine™ grubunda (p<0.05) énemli bulundu. Ayn1 zamanda
Biodentine ™ ile NeoMTA® 2 grubu arasinda (p<0.05) ve Biodentine™ ile NeoPUTTY®
grubu arasinda da istatistiksel bir fark oldugu belirlendi (p<0.01).

Kontrol grubu ile karsilastirildig1 zaman caspase-3 gen ifadesinin kat degisiminde
Biodentine™ grubunda artis gdzlenirken, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve
NeoPUTTY® gruplarinda kat degisiminde azalma oldugu belirlendi. Caspase-3 geni i¢in
Biodentine™ ile MTAFlow™ White gruplar1 arasinda ve Biodentine™ ile NeoMTA 2
gruplari arasinda istatistiki bir fark saptandi (p<0.05).

p53 geninin ifadesinin kat degerleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla

Biodentine”, MTAFlow" White ve NeoMTA® 2 gruplarinda artis saptanirken,

NeoPUTTY® grubunun gen ifadesinde azalma oldugu belirlendi. p53 gen ifadesi kat

degisimi i¢in Biodentine™ ve NeoPUTTY® gruplar1 arasinda da istatistiksel bir énem

oldugu (p<0.01) saptandi ancak diger gruplar arasinda istatistiki agidan nem bulunmadi.

TNF-0. gen ifadesinde kontrol grubuna kiyasla Biodentine™ ve MTAFlow'" White
54



gruplarinda kat artigi gozlenirken NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda azalma
belirlendi. TNF-o gen ifadesi kat degisimi ydniinden Biodentine™ ile NeoMTA® 2
gruplar1, Biodentine™ ile NeoPUTTY® gruplari ve MTAFlow' = White ile NeoPUTTY®
gruplar1 arasinda da sirastyla p<0.05 ve p<0.0] diizeyinde istatistiksel bir fark oldugu
belirlenirken diger gruplarda istatistiki 6nem saptanmadi. Caspase-9 geninin ifadesi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda Biodentine ", NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda
kat artis1 gosterirken, MTAFlow' " White grubunda azalma saptandi. MTAFlow™ White
ile NeoMTA® 2 gruplari ve MTAFlow" White ile NeoPUTTY® gruplari arasinda p<0.05
istatistiksel bir fark belirlendi ancak diger gruplar arasinda istatistiksel onem saptanmadi
(Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Periodontal ligament hiicrelerinin kok kanal tamir materyallerine indirekt olarak 24 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis

belirteglerin gen ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak kargilagtirilmast

GENLER Bel-2 Caspase 3 pS3 TNF- o Caspase 9
Biyomateryal Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Oiusilia)ma Ortanca Oit;l%ma Ortanca
Biodentine ® 311,798+22,027 321,721 1,652+0,270 1,530 8,747+3,503 9,476  49919+12,643 50,891 2,875£0,441 2,909

MTAFlow White ™ 52,043:411.646 46,549 0,1820,037 0,169 2,089+0,756 1,935 2371x0,232 2,417 0,6260,114 0,667
d
NeolTA 2 4,104+1,987 5,006 0,094+0,026 0,103 1,414+0,904 1,010 0,740,322 0,838  13,363+8,861 17,097
NeoPUTTYE 2,756+1,313 3,465 0,416+0,353 0217 0,442+334 0253  0332+0,178 0311 5408+2,508 6,438
KONTROL? 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
_h= *
Z_b:0%3 514 a-b=0,657 a-b=0,120 a-b=0,266 a-b=0,266
10335 a-c=0,335 a-c=0,459 a-c=0,657 a-c=0,657
a-e=0,553 2-d=0,075 a-d=0,824 a-d=0,604 a-d=0,604
b-c=0,3 45 a-e=0,553 a-e=0,553 a-¢=0,299 a-e=0,299
P b—d=0y036* b-c=0,046* b-c=0,249 b-¢=0,345 b-c=0,116
boe—0.009%* b-d=0,0027** b-d=0,059 b-d=0,021* b-d=0,208
4=0.249 b-¢=0,142 b-¢=0,002* b-e=0,002%* b-e=0.529
C:e:0’093 c-d=0,249 ¢-d=0,463 ¢-d=0,173 ¢-d=0,005*
40,600 ¢-6=0,600 c-e=0,059 c-e=0,036* c-e=0,028*
’ d-¢=0,093 d-e=0,249 d-¢=0,463 d-e=0,529

*p <0.05, ** p< 0.01




4.3.1.2. Biyomateryallerin 48. Saat indirekt Etkisinde Apoptozis Gen
Belirtecleri
Indirekt olarak 48 saat boyunca NeoMTA® 2’ye maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcel-2 gen ifadesi 2,130 kat, caspase-9 6,213 kat artarken; caspase-3 gen ifadesi 0,179
kat, p53 gen ifadesi 0,356 kat, TNF-o gen ifadesi 0,228 kat azaldi. Kontrol ile
karsilastirildiginda NeoMTA® 2 grubunda caspase-9 gen ifadesi kat artiginda istatistiki
olarak p<0.05 diizeyinde bir fark saptandi.

Indirekt olarak 48 saat boyunca NeoPUTTY®’a maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcl-2 gen ifadesi 8,614 kat, p53 gen ifadesi 1,540, TNF-a 1,610 ve caspase-9 5,913
kat artarken; caspase-3 gen ifadesi 0,532 kat azaldi. Kontrol ile karsilastirildiginda
NeoPUTTY® grubunda Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadesi kat artiginda istatistiki olarak
p=0.05 diizeyinde bir fark saptandi.

Indirekt olarak 48 saat boyunca Biodentine™ maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcel-2 gen ifadesi 4,100 kat, caspase-3 gen ifadesi 8,614 kat, p53 gen ifadesi 1,235
kat artt1 TNF-a ve caspase-9 gen ifadeleri sirastyla 0,374 ve 0,406 kat azaldi. Kontrol ile
karsilastirildiginda Biodentine™ grubu gen ifadelerinin kat diizeyleri arasinda istatistiki

olarak 6nemli bir fark saptanmadi.

Indirekt olarak 48 saat boyunca MTAFlow" White’a maruz kalan hiicrelerde
kontrole gore Bcl-2 gen ifadesi 87,279 kat, p53 gen ifadesi 4,776 kat, TNF-a gen ifadesi
28,083 ve caspase-9 gen ifadesi 2,167 kat artarken; caspase-3 gen ifadesi 0,168 kat azald:.
Kontrol ile karsilastirildiginda MTAFlow' White grubunda Bcl-2 gen ifadesi kat
artiginda istatistiki olarak p<0.0! diizeyinde bir fark saptandi.

Indirekt olarak 48 saat boyunca kok kanal tamir materyallerine maruz birakilan
PDL hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 geninin ifadesinde kat artig1 goriildii,
kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman en yiiksek kat artisnin MTAFlow™ White
grubunda oldugu ve MTAFlow™ White ve kontrol grubu ile NeoPUTTY® gruplari
arasindaki kat artiginin sirastyla p<0.01 ve p<0.05 diizeylerinde istatistiki olarak 6nemli
oldugu saptandi. Diger gruplarda belirlenen kat artisinin kontrole gore istatistiki agidan
onemli olmadig1 belirlendi. Ancak Biodentine™ ile MTAFlow™ White ve MTAFlow™

White ile NeoMTA® 2 gruplari arasinda da p<0.05 diizeyinde istatistiksel bir fark oldugu
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gozlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Biodentine™ grubunda caspase-3 gen
ifadesinde kat artis1 saptanirken, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY®
gruplarinda azalma oldugu goriildii. Caspase-3 gen ifadesi kat degisiminde gruplar
arasinda istatistiki bir fark saptanmadi. p53 geninin ifadesin kat degerleri incelendiginde
kontrol grubuna kiyasla Biodentine™, MTAFlow" White ve NeoPUTTY® gruplarinda
artma saptanirken, NeoMTA® 2 grubunun gen ifadesinde azalma oldugu belirlendi. p53
gen ifadesinde MTAFlow'" White ile NeoMTA® 2 gruplar1 arasinda da istatistiksel bir
onem oldugu saptand1 (p<0.001). Ancak diger gruplar arasinda istatistiki a¢idan 6nem
bulunmadi. TNF-o geninin ifadesinde kontrol grubuna kiyasla MTAFlow™ White ve
NeoPUTTY® gruplarinda kat artis1 gézlenirken Biodentine™ ve NeoMTA® 2 gruplarinda
azalma belirlendi. TNF-o. gen ifadesi kat artis1 yoniinden Biodentine® ile MTAFlow "
White gruplari arasinda (p<0.05) ve MTAFlow"" White ile NeoMTA® 2 gruplar1 arasinda
(p=0.01) istatistiksel bir fark oldugu belirlenirken; diger gruplarda istatistiki bir dnem
saptanmadi. Caspase-9 geninin ifadesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda MTAFlow"™
White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda kat artis1 gdzlenirken, Biodentine™,
grubunda azalma saptandi. Ayrica kontrol grubuna kiyasla NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY®
gruplarinda p<0.05 diizeyinde ve Biodentine" ile NeoMTA® 2 gruplar1 ve Biodentine™
ile NeoPUTTY® gruplari arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel bir fark gozlenirken

diger gruplar arasinda istatistiksel nem saptanmadi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Periodontal ligament hiicrelerinin kok kanal tamir materyallerine indirekt olarak 48 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis

belirteclerin gen ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

GENLER Bcl-2 Caspase 3 pS3 TNF- a Caspase 9
Biyomateryal Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca O:rttesllia)ma Ortanca  Ortalama £S.D. Ortanca
H : b
Biodentine 4,10043,518 5,350 8,614+1,168 0,029 1,235+0,743 1,427 0,374+0,119 0,414 0,406+0,238 0,405
MTAFlow White © g7 779437040 70,898 0,1680,055 0,150 4,776:2,284 4523 28083%7,565 28,155  2,1670,433 2,128
d
NeoMTA 2 2,130+0,976 2,401 0,179+0,100 0,227 0,3560,193 0296  0228+0,040 0,238 6,213+01,934 5,802
NeoPUTTY © 8,614+2,681 8,286 0,53240,298 0,616 1,5400,801 1,818 1,610£1,148 1,987 5,913+1,285 6,434
KONTROL* 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
a-b= 0,360 a-b= 0,855 a-b=0,314 a-b= 0,410
a-c=0,003** a-c=0,054 a-c=0,169 a-c=0,410
a-d=0,410 a-d=0,200 a-d=0,067 a-d=0,035%
a-¢=0,035* a-e=0,583 a-e=0,927 a-e=0,044*
P b-c=0,035* b-c=0,082 b-c=0,017* b-c=0,099
b-d=0 927 b-d=0,143 b-d=0,410 b-d=0,003**
b-e=0,234 b-e=0,714 b-e=0,272 b-e=0,005**
o-d=0,028* c-d=0,001%** ¢-d=0,001** ¢-d=0,200
c-e=0,360 c-e=0,169 c-e=0,200 c-e=0,234
d-e=0,200 d-e=0,067 d-e=0,054 d-e=0,927

*p <0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001
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4.3.2. Periodontal Ligament Hiicrelerinin Biyomateryallere Direkt Olarak
24 ve 48 Saat Siireyle Maruz Birakildiginda Apoptozis ile Tlgili Belirteclerin Gen
Ifadelerindeki Kat Degisimlerinin Istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi
Calismamizda, PDL hiicrelerinin biyomateryallere direkt olarak 24 ve 48 saat siire
ile maruz birakildiginda hiicrelerin apoptozis ile ilgili belirteclerinin gen diizeyindeki
farkliliklar1 kat degisimi olarak Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de gosterildi. Kontrol grubu olarak

P3’ten sonraki periodontal hiicreler kullanilda.

4.3.2.1. Biyomateryallerin 24. Saat Direkt Etkisinde Apoptozis Gen
Belirtecleri
Direkt olarak 24 saat boyunca NeoMTA® 2’ye maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bel-2 gen ifadesi 2,510 kat ve caspase-9 gen ifadesi 7,168 kat artti. Caspase 3 gen
ifadesi 0,063 kat, p53 gen ifadesi 0,677 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,347 kat azald1.
Kontrol ile karsilastirildiginda NeoMTA® 2 grubunda caspase-3 ve caspase-9 gen
ifadelerini kat diizeyi arasinda istatistiki olarak dnemli bir fark p<0.01 saptanirken, TNF-

a gen ifadesinde ise p<0.05 diizeyinde bir 6nem belirlendi.

Direkt olarak 24 saat boyunca NeoPUTTY®’e maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcel-2 gen ifadesi 3,653 kat, pS3 gen ifadesi 1,477 kat ve caspase-9 gen ifadesi 10,568
kat artt1. Caspase-3 gen ifadesi 0,128 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,228 kat azald.
Kontrol ile karsilastirildiginda NeoMTA® 2 grubunda caspase-3 ve TNF-o. gen ifadelerini
kat diizeyi arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark p<0.05 saptanirken, caspase-9 gen

ifadesinde ise p<0.01 diizeyinde bir nem belirlendi.

Direkt olarak 24 saat boyunca Biodentine™ maruz kalan hiicrelerde kontrole gore
Bcl-2 gen ifadesi 6,022 kat ve caspase-9 gen ifadesi 5,814 kat artt1. Caspase-3 gen ifadesi
0,265 kat, p53 gen ifadesi 0,253 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,246 kat azaldi. Kontrol
ile karsilastirildiginda Biodentine™ grubunda Bcl-2 ve TNF-a gen ifadelerinin kat

diizeyleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark saptandi (p<0.01).

Direkt olarak 24 saat boyunca MTAFlow'" White’a maruz kalan hiicrelerde
kontrole gore Bel-2 gen ifadesi 5,187 kat ve caspase-9 gen ifadesi 4,834 kat artt1. Caspase-
3 gen ifadesi 0,240 kat, p53 gen ifadesi 0,711 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,582 kat
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azald1. Kontrol ile karsilastirildiginda MTAFlow™ White grubunda Bcl-2 gen ifadesinin

kat diizeyi arasinda istatistiki olarak énemli bir fark saptandi (p<0.01).

Direkt olarak 24 saat boyunca kok kanal tamir materyallerine maruz birakilan
PDL hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 geninin ifadesinde kat artig1 goriildii. Kat
degisimi yoniinden kontrol grubuna gore Biodentine™ ve MTAFlow'" White gruplarinda
p<0.01 diizeyinde istatistiki bir fark gdzlenirken, Biodentine™ ve NeoMTA® 2 gruplart
arasinda gozlenen kat artigi istatistiki olarak énemli bulundu (p<0.05). Diger gruplarda

belirlenen kat artigi istatistiki agidan 6nemli bulunmadi.

Caspase-3 gen ifadesi kat degisimi yoniinden, kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™, MTAFlow" White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda azalma
oldugu goriildii. Caspase-3 geni i¢in kontrol grubuna kiyasla NeoMTA® 2 ve
NeoPUTTY® gruplarindaki azalmanin istatistiki olarak sirasiyla p<0.05 ve p<0.01

diizeyinde 6nemli oldugu goriildii. Diger gruplarda istatistiksel 6nem saptanmadi.

p53 geninin ifadesin kat degerleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™, MTAFlow'~ White ve NeoPUTTY® gruplarinda azalma saptanirken,
NeoMTA® 2 grubunun gen ifadesinde kat artist oldugu belirlendi. p53 gen ifadesi kat
degisimi yoniinden gruplar arasinda istatistiki acidan dnem bulunmadi. TNF-a gen
ifadesinde kontrol grubuna kiyasla Biodentine™, MTAFlow" White, NeoMTA® 2 ve
NeoPUTTY® gruplarinda azalma oldugu belirlendi. TNF-a geni i¢in kontrol grubu ile
Biodentine™ grubu arasinda p<0.01, kontrol ile NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplari
arasinda p<0.05 diizeyinde fark gozlenirken Biodentine™ ile MTAFlow = White gruplar
arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel bir 6dnem oldugu belirlendi. Diger gruplarda
istatistiki 6nem saptanmadi. Caspase-9 gen ifadesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Biodentine™, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda kat artisi
goriiliirken, kontrol grubuna kiyasla NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarmda
istatistiksel bir fark saptandi (p<0.01).
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Tablo 4.7: Periodontal ligament hiicrelerinin biyomateryallere direkt olarak 24 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis ile ilgili belirteclerin gen ifadelerindeki kat
degisimlerinin istatistiksel olarak kargilagtirilmast

GENLER Bcl-2 Caspase 3 pS3 TNF - a Caspase 9

Biyomateryal Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca  Ortalama £S.D.  Ortanca  Ortalama +S.D. Ortanca

Biodentine ®

6.022+1,513 5,291 0,265+0,195 0,195 0.253+0,074 0,289 0.246:0,058 0,257 5.814£0,830 5,493
MTAFlow White ¢ 5,187+1,355 5,083 0,2400,113 0,201 0,711+0,485 0,657 0,582+0,147 0,507 4,834+0,742 4,684
® d
NeoMTA™ 2 2,510+0,929 2,726 0,128+0,119 0,063 1,4771,440 0,861 0,228+0,147 0279  10,568+6348  7.672
-
NeoPUTTY™* 3,653+0,606 3,443 0,063+0,028 0,049 0,677+0,481 0,692 0,347+0,058 0,351 7,168£1373 7,406
KONTROL* 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
a-b=0,003%* ab=0,143 a-b=0,003%* a-b=0,099
a-c=0,008** a-c=0,169 a-c=0,360 a-c=0,314
a-d=0,360 a-d=0,022* a-d=0,017* a-d=0,003%*
a-¢=0,099 a-e=0,002** a-e=0,044* a-e=0,008%*
P b-c=0,714 b-c=0,927 b-c=0,044* b-c=0,521
b-d=0,035* b-d=0,410 b-d=0,583 b-d=0,200
b-e=0,169 b-¢=0,099 b-¢=0,360 b-¢=0,314
¢-d=0,082 ¢-d=0,360 c-d=0,143 c-d=0,054
c-¢=0,314 c-¢=0,082 c-e=0,272 c-¢=0,099
d-e=0,464 d-e=0,410 d-e=0,714 d-e=0,783

*p <0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001
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4.3.2.2. Biyomateryallerin 48. Saat Direkt Etkisinde Apoptozis Gen
Belirtecleri
Direkt olarak 48 saat boyunca NeoMTA® 2’ye maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bcel-2 gen ifadesi 2,200 kat ve caspase-9 gen ifadesi 6,354 kat artt1. Caspase-3 gen
ifadesi 0,061 kat, p53 gen ifadesi 0,737 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,263 kat azaldi.
Kontrol ile karsilastirildiginda NeoMTA® 2 grubunda caspase-3 gen ifadesinin kat
diizeyinde istatistiki olarak p<0.01 diizeyinde bir dnem saptanirken; TNF-a gen ifadesinin

kat artisinda p<0.05 diizeyinde bir fark belirlendi.

Direkt olarak 48 saat boyunca NeoPUTTY®’e maruz kalan hiicrelerde kontrole
gore Bel-2 gen ifadesi 5,419 kat, TNF-a geni 1,787 kat ve caspase-9 gen ifadesi 5,160 kat
artt1. Caspase-3 gen ifadesi 0,211 kat ve p53 gen ifadesi 0,332 kat azaldi. Kontrol ile
karsilastirildiginda NeoPUTTY® grubunda Bcl-2 gen ifadesinin kat diizeyi arasinda

istatistiki olarak 6nemli bir fark p<0.01 saptandi.

Direkt olarak 48 saat boyunca Biodentine™ maruz kalan hiicrelerde kontrole gore
Bcl-2 gen ifadesi 3,478 kat ve caspase-9 gen ifadesi 4,262 kat artt1. Caspase-3 gen ifadesi
0,131 kat, p53 gen ifadesi 0,196 kat ve TNF-a gen ifadesi ise 0,256 kat azaldi. Kontrol ile
karsilagtirildiginda Biodentine™ grubunda Bcl-2, caspase-3 ve TNF-o, gen ifadelerinin kat

diizeyleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark p<0.01 saptandi.

Direkt olarak 48 saat boyunca MTAFlow™ White’a maruz kalan hiicrelerde
kontrole gore Bel-2 gen ifadesi 3,441 kat ve caspase-9 gen ifadesi 3,725 kat artt1. Caspase-
3 gen ifadesi 0,205 kat, p53 gen ifadesi 0,204 kat ve TNF-o gen ifadesi ise 0,356 kat
azald1. Kontrol ile karsilastirildiginda MTAFlow™ White grubunda Bcl-2 gen ifadesinin

kat diizeyi arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark p<0.01 saptandi.

Direkt olarak 48 saat boyunca kok kanal tamir materyallerine maruz birakilan
PDL hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2 geninin ifadesinde kat artig1 goriildii. Kat
degisimi yoniinden kontrol grubuna gére Biodentine”™, MTAFlow White ve
NeoPUTTY® gruplarinda p<0.05 diizeyinde istatistiki bir fark gozlenirken, Diger

gruplarda belirlenen artis istatistiki agidan 6nemli bulunmadi.

Caspase-3 gen ifadesi kat degisimi yoOniinden, kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY® gruplarinda azalma

oldugu goriildii. Caspase-3 geni i¢in kontrol grubuna kiyasla Biodentine™ ve NeoMTA®
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2 gruplarindaki azalma istatistiki olarak onemli (p<0.05) bulunurken diger gruplarda
istatistiksel onem saptanmadi. p53 geninin ifadesin kat degerleri incelendiginde kontrol
grubuna kiyasla Biodentine™, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY®
gruplarinda azalma saptanirken, p53 gen ifadesi kat degisimi yoniinden gruplar arasinda
istatistiki agcidan 6nem bulunmadi. TNF-a geninin ifadesinde kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™, MTAFlow " White ve NeoMTA® 2 gruplarinda azalma NeoPUTTY®
grubunda ise kat artist oldugu belirlendi. TNF-a geni i¢in kontrol grubuna kiyasla
Biodentine™ ve NeoMTA® 2 gruplari ile Biodentine™ ve NeoPUTTY® ile NeoMTA® 2
ve NeoPUTTY® gruplar1 arasinda istatistiksel bir 6nem (p<0.05) oldugu belirlenirken
diger gruplarda istatistiki onem saptanmadi. Caspase-9 geninin ifadesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Biodentine™, MTAFlow™ White, NeoMTA® 2 ve NeoPUTTY®
gruplarinda artis gosterirken, caspase-9 geninin ifadesi i¢in gruplar arasinda istatistiki

acidan onem belirlenmedi.
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Tablo 4.8: Periodontal ligament hiicrelerinin biyomateryallere direkt olarak 48 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis ile ilgili belirteclerin gen ifadelerindeki kat
degisimlerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

GENLER Bel-2 Caspase 3 pS3 TNF- o Caspase 9
N Biyomateryal Ortalama £S.D. Ortanca  Ortalama+S.D.  Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca OitglaDma Ortanca OitglaDma Ortanca
3 : ine b
Biodentine 3,478+0,974 3,405 0,1310,015 0,195 0,196+0,088 0,199  0,256+0,135 0,233 426240447 4,468
3 a e
MTAFlow White 3,441+1,411 3,909 0,205+0,101 0,161 0,204+0,052 0207  0,356+0,173 0,391 3,725£1,250 3,949
3 d
NeoMTA 2 2,200+0,788 2,393 0,061+0,064 0,030 0,737+0,286 0,661  0,263+0,127 0,300 6,354+3,950 6,488
3 .
NeoPUTTY 5,41942,124 5,999 0,21120,071 0,251 0,332+0,294 0,171  1,787+0,923 1,658  5,160+1,988 5904
3 a
KONTROL 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
T *
a bf 0,035 a-b=0,013* a-b= 0,044*
a-c=0,035* _ _
d=0272 a-c=0,169 a-c=0,119
e~ a-d=0,003** a-d=0,028*
a-e=0,003** . _
bec=1.000 a-e=0,143 a-e=0,783
P b-d=0.314 b-c=0,272 b-c=0,647
boe0.410 b-d=0,647 b-d=0,855
4-0.314 b-e=0,314 b-e=0,022%*
010 ¢-d=0,119 ¢-d=0,521
3"’:0’0 o c-e=0,927 c-e=0,067
o d-e=0,143 d-e=0,013*

*p <0.05, ** p< 0.01
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4.4. NeoMTAP® 2 indirekt ve Direkt 24. ve 48. Saat Apoptozis Gen

Belirtecleri

Kontrol grubuna gére NeoMTA® 2 biyomateryaline maruz birakilan hiicrelerin
hem indirekt hem direkt 24. ve 48. saat gen ifade diizeyleri ve bu gen ifade diizeylerinin

istatistiki olarak karsilastirilmas: Tablo 4.9’ da gosterildi.

NeoMTA® 2 biyomateryalinin indirekt olarak 24 saat ve 48 saat uygulandig
gruplar arasinda Bcl-2 (p=0,275), caspase-3 (p=0,513) ve caspase-9 (p=0,513) genleri
icin gruplar arasinda istatistiksel bir anlam belirlenemezken TNF-a (p=0,050) ve p53
(p=0,050) genleri i¢in gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark go6zlendi

(p<0.05).

NeoMTA® 2 biyomateryalinin direkt olarak 24 saat ve 48 saat uygulandig
gruplar arasinda Bcl-2 (p=0,275), caspase-3 (p=0,513), p53 geni (p=0,827), TNF-a
(p=0,127) ve caspase-9 (p=0,827) genleri icin gruplar arasinda istatistiksel bir anlam
saptanmad1 (p=<0.05).

NeoMTA® 2 biyomateryalinin indirekt olarak 24 saat ve direkt olarak 24 saat
uygulandig1 gruplar arasinda Bcel-2 (p=0,827), caspase-3 (p=0,127), p53 geni (p=0,127),
TNF-a (p=0,513) ve caspase-9 (p=0,827) genleri i¢in gruplar arasinda istatistiki olarak
anlamli bir ifade belirlenmedi (p<0.05).

NeoMTA® 2’nin indirekt olarak 48 saat ve direkt olarak 48 saat uygulandig
gruplar arasinda Bcl-2 (p=0,513), caspase-3 (p=0,275), p53 geni (p=0,827), TNF-a
(p=0,827) ve caspase-9 (p=0,513) genleri i¢in gruplar arasinda gen ifadeleri agisindan

istatistiksel bir anlam gozlenmedi (p<0.05).
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Tablo 4.9: Periodontal ligament hiicrelerinin NeoMTA® 2’ ye direkt ve indirekt olarak 24 ve 48 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis ile ilgili belirteglerin gen

ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

GENLER = Bcl-2 Caspase 3 p53 TNF- o Caspase 9
Gruplar § Ortalama +£S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama +£S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca
24 saat
(N=3) 4,104 5,006 0,094 0,103 1,414 1,010 0,700 0,838 13,364 17,097
indirekt
48 saat
(N=3) 2,130 2,401 0,180 0,227 0,357 0,296 0,229 0,238 6,213 5,802
P 0,275 0,513 0,050* 0,050%* 0,513
24 saat
(N=3) 2,511 2,726 0,129 0,063 1,478 0,861 0,324 0,279 10,568 7,672
Direkt
48 saat
(N=3) 2,201 2,393 0,061 0,030 0,737 0,661 0,263 0,300 6,355 6,488
P 0,513 0,275 0,827 0,827 0,513
Indirekt 4,104 3,006 0,094 0,103 1,414 1,010 0,700 0,838 13,364 17,097
24 saat
Direkt 2,511 2,726 0,129 0,063 1,478 0,861 0,324 0,279 10,568 7,672
P 0,275 0,513 0,827 0,127 0,827
48 saat Indirekt 2,130 2,401 0,180 0,227 0,357 0,296 0,229 0,238 6,213 5,802
Direkt 2,201 2,393 0,061 0,030 0,737 0,661 0,263 0,300 6,355 6,488
P 0,827 0,127 0,127 0,513 0,827
*p <0.05
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4.5. NeoPUTTY?® indirekt ve Direkt 24. ve 48. Saat Apoptozis Gen

Belirtecleri

Kontrol grubuna gére NeoPUTTY® biyomateryaline maruz birakilan hiicrelerin
hem indirekt hem direkt 24. ve 48. saat gen ifade diizeyleri ve bu gen ifade diizeylerinin

istatistiki olarak karsilastirilmasi Tablo 4.10°da gosterildi.

NeoPUTTY® biyomateryalinin indirekt olarak 24 saat ve 48 saat uygulandig
gruplar arasinda Bcl-2 (p=0,050) geni i¢in gruplar arasinda istatistiki olarak anlaml1 bir
fark belirlenirken caspase-3 (p=0,827), p53 (p=0,127), TNF-a (p=0,127) ve caspase-9
(p=0,513) genleri i¢in gruplar arasinda istatistiksel bir anlam bulunamadi (p=<0.05).

NeoPUTTY® biyomateryalinin direkt olarak 24 saat ve 48 saat uygulandig
gruplar arasinda caspase-3 (p=0,050) ve TNF-a (p=0,050) geni i¢in gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlaml1 gozlenirken Bcl-2 (p=0,513), p53 (p=0,127) ve caspase-9
(p=0,275) genleri i¢in gruplar arasinda istatistiksel bir anlam gézlenmedi (p<0.05).

NeoPUTTY® biyomateryalinin indirekt olarak 24 saat ve direkt olarak 24 saat
uygulandig gruplar arasinda caspase-3 (p=0,050) geni i¢in gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanirken Bcl-2 (p=0,827), p53 (p=0,827), TNF-a (p=0,827) ve
caspase-9 (p=0,275) genleri igin gruplar arasinda istatistiksel bir anlam saptanmadi

(p<0.05).

NeoPUTTY® biyomateryalinin indirekt olarak 48 saat ve direkt olarak 48 saat
uygulandig1 gruplar arasinda Bcel-2 (p=0,127), caspase-3 (p=0,275), p53 geni (p=0,127),
TNF-a (p=0,827) ve caspase-9 (p=0,513) genleri i¢in gruplar arasinda gen ifadeleri

acisindan istatistiksel bir anlam gézlenmedi (p<0.05).
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Tablo 4.10: Periodontal ligament hiicrelerinin NeoPUTTY®e direkt ve indirekt olarak 24 ve 48 saat siireyle maruz birakildiginda

apoptozis ile ilgili belirteclerin gen ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

GENLER™ Bcl-2 Caspase 3 p53 TNF- o Caspase 9
Gruplar l Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca
24 saat
(N=3) 2,757 3,465 0,417 0,217 0,442 0,253 0,332 0,311 5,408 6,438
indirekt
48 saat
(N=3) 8,614 8,286 0,532 0,616 1,540 1,818 1,610 1,987 5914 6,434
P 0,050* 0,827 0,127 0,127 0,827
24 saat
(N=3) 3,654 3,443 0,063 0,049 0,678 0,692 0,347 0,351 7,168 7,406
Direkt
48 saat
(N=3) 5,419 5,999 0211 0,251 0,332 0,171 1,788 1,658 5,160 5,904
P 0,513 0,050* 0,127 0,050% 0,275
Indirekt 2,757 3,465 0,417 0217 0,442 0,253 0,332 0311 5.408 6.438
24 saat
Direkt 3,654 3,443 0,063 0,049 0,678 0,692 0,347 0,351 7,168 7,406
P 0,827 0,050* 0,827 0,827 0,275
Indirekt 8,614 8,286 0,532 0,616 1,540 1,818 1,610 1,987 5,914 6,434
48 saat
Direkt 5,419 5,999 0211 0,251 0,332 0,171 1,788 1,658 5,160 5,904
P 0,127 0,275 0,127 0,827 0,513
*p<0.05
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4.6. Biodentine™ Indirekt ve Direkt 24. ve 48. Saat Apoptozis Gen

Belirtecleri

Kontrol grubuna gore Biodentine™ biyomateryaline maruz birakilan hiicrelerin
hem indirekt hem direkt 24. ve 48. saat gen ifade diizeyleri ve bu gen ifade diizeylerinin

istatistiki olarak karsilastirilmasi Tablo 4.11° de gosterildi.

Indirekt Biodentine™ 24 saat maruz kalan hiicrelerin tiim gen ifadelerinde
kontrole gore kat artig1 gdzlenirken; 48 saat siire ile Biodentine"" maruz kalan hiicrelerde
bu kat artisinin sadece Bcl-2 ve p53 gen ifadelerinde oldugu ve bu genlerde ki kat artiginin
da 24 saat uygulama siiresine gore daha diisiik oldugu goriildii. Indirekt 24 ve 48 saat
gruplar1 arasinda Bcl-2 ve p53 gen ifadelerinin kat degisimleri arasinda p<0.05 diizeyinde

bir fark oldugu saptandi.

Indirekt 24 saat grubunun aksine, indirekt 48 saat Biodentine™ maruz kalan
hiicrelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda caspase-3, TNF-a ve caspase-9 gen
ifadelerinde kat azalma oldugu goriilmektedir. Indirekt 24 ile 48 saat Biodentine™
gruplart karsilastirildig1 zaman, TNF-a ve caspase-9 gen ifade kat degerlerinin istatistiki
olarak p<0.05 diizeyinde farkli oldugu saptanirken, caspase-3 gen ifadesinde ki kat

degisimin 6nemli olmadig1 belirlendi.

Direkt uygulamada 24 saat ile 48 saat Biodentine" uygulama siiresi arasinda
Bcl-2, caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat
degisimlerinin karsilastirilmasi Tablo 11°de gosterildi. Direkt olarak hem 24 hem de 48
saat siire ile Biodentine" e maruz kalan hiicrelerde kontrole gére Bcl-2 gen ifadesinde
kat artis1 gbzlenirken diger gen ifadelerinde kat azalmasi saptandi. Bcl-2 ve caspase-9 gen
ifadelerinde ki kat degerleri yoniinden direkt 24 ve 48 saat siireleri arasinda istatistiki
olarak p<0.05 diizeyinde bir fark oldugu belirlendi. Diger gen ifadelerinde kat degerleri

arasinda istatistiki olarak bir fark olmadig1 goriildii.

24 saat siire ile Biodentine"” in direkt ve indirekt uygulamalari arasinda Bcl-2,
caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat degisimlerinin
karsilastirilmas1 Tablo 11°de gosterildi. Indirekt uygulamada tiim gen ifadelerinde
kontrole gore gen ifadesinde kat artig1 goriiliirken direkt uygulamada sadece Bcl-2 ve

caspase-9 gen ifadelerinde kat artis1 saptandi.
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Indirekt uygulamada Bcl-2 gen ifadesi 311,798 kat artarken direkt uygulamada
6,022 kat artt. iki uygulama arasinda istatistiki olarak p<(.05 diizeyinde bir fark saptandi.
Indirekt uygulamada caspase-3 gen ifadesi 1,652 kat artarken direkt uygulamada 0,265
kat azald. iki uygulama arasinda p<0.05 diizeyinde bir fark saptandi.

Indirekt uygulamada p53 gen ifadesi 8,747 kat artarken direkt uygulamada 0,253
kat azaldi. Iki uygulama arasinda p<(0.05 diizeyinde bir fark saptandi. Indirekt
uygulamada TNF-a gen ifadesi 49,919 kat artarken direkt uygulamada 0,246 kat azaldi.
Iki uygulama arasinda p<0.05 diizeyinde bir fark saptandi. Caspase-9 gen ifadesi indirekt
uygulamada 2,875 kat direkt uygulamada 5,814 kat artt1. ki uygulama arasinda p<0.05
diizeyinde bir fark saptandi.

48 saat siire ile Biodentine™"in direkt ve indirekt uygulamalari arasinda Bcl-2,
caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat degisimlerinin
karsilastirilmasi Tablo 11°de gosterildi. Indirekt uygulamada Bcl-2 ve p53 gen ifadesinde
kontrole gore kat artis1 goriiliirken direkt uygulamada Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadelerinde
kat artig1 saptandi. indirekt uygulamada caspase-3, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinde
kat degerinde azalma direkt uygulamada ise caspase-3, p53 ve TNF-a gen ifadelerinin kat

degerinde azalma goriildii.

indirekt uygulamada Bcl-2 gen ifadesi 4,100 kat artarken direkt uygulamada
3,478 kat arttr. Iki uygulama arasinda istatistiki olarak fark gozlenmedi. Indirekt
uygulamada caspase-3 gen ifadesi 0,696 kat azalirken direkt uygulamada 0,131 kat azaldu.
Iki uygulama arasinda istatistiki olarak fark gozlenmedi. Indirekt uygulamada p53 gen
ifadesi 1,235 kat artarken direkt uygulamada 0,196 kat azaldi. Iki uygulama arasinda
istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde bir fark saptandi.

Indirekt uygulamada TNF-a gen ifadesi 0,374 kat azalirken direkt uygulamada

0,256 kat azald1. iki uygulama arasinda istatistiki olarak fark gézlenmedi.

Indirekt uygulamada caspase-9 gen ifadesi 0,406 kat azalirken direkt
uygulamada 4,468 kat artt1. Iki uygulama arasinda istatistiki olarak p<(.05 diizeyinde bir
fark saptandu.
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Tablo 4.11: Periodontal ligament hiicrelerinin Biodentine™ e direkt ve indirekt olarak 24 ve 48 saat siireyle maruz birakildiginda apoptozis ile ilgili belirteglerin
gen ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

GENLER ™= Bcl-2 Caspase 3 pS53 TNEF- o Caspase 9
Gruplar l Ortalama +£S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca Ortalama =S.D. Ortanca
24 saat
(N=3) 311,798 321,721 1,652 1,530 8,747 9,476 49,919 50,891 2,875 2,909
indirekt
48 saat
(N=3) 4,100 5,350 0,696 0,029 1,235 1,427 0,374 0,414 0,406 0,405
P 0,050* 0,513 0,050* 0,050* 0,050*
24 saat
(N=3) 6,022 5,291 0,265 0,195 0,253 0,289 0,246 0,257 5,814 5,493
Direkt
48 saat
(N=3) 3,478 3,405 0,131 0,126 0,196 0,199 0,257 0,233 4,262 0,405
P 0,050* 0,513 0,275 0,827 0,050*
24 saat Indirekt 34 595 321,721 1,652 1,530 8,747 9,476 49,919 50,891 2,875 2,909
Direkt 6,022 5,291 0,265 0,195 0,253 0,289 0,246 0,257 5,814 5,493
P 0,050* 0,050* 0,050* 0,050* 0,050*
48 saat fndirelt 4,100 5,350 0.696 0,029 1,235 1,427 0,374 0,414 0,406 0,405
Direkt 3,478 3,405 0,131 0,126 0,196 0,199 0,256 0,233 4262 4,468
P 0,513 0,513 0,050% 0,127 0,050%
*p<0.05
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4.7. MTAFlow™ White indirekt ve Direkt 24. ve 48. Saat Apoptozis Gen

Belirtecleri

Indirekt uygulamada 24 saat ile 48 saat MTAFlow" White uygulama siiresi
arasinda Bcl-2, caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat

degisimlerinin karsilastirmasi Tablo 4.12°de gosterildi.

Indirekt MTAFlow™ White’a 24 saat maruz kalan hiicrelerin Bcl-2, p53 ve TNF-
a gen ifadelerinde kontrole gore kat artis1 caspase-3 ve caspase-9 gen ifadelerinde kat
degerinde azalma gozlenirken; 48 saat siire ile MTAFlow™ White’a maruz kalan
hiicrelerde bu kat artisinin Bcel-2, p53 ve TNF-a gen ifadeleri ile birlikte caspase-9 gen

ifadesinde de oldugu goriildii.

Indirekt 24 ve 48 saat gruplar arasinda Bcl-2, caspase-3 ve p53 gen ifadelerinin
kat degisimleri arasinda istatistiki olarak 6nem goézlenmezken, TNF-o ve caspase-9 gen

ifadelerinin kat degisimleri arasinda p<0.05 diizeyinde bir fark oldugu saptandu.

Direkt uygulamada 24 saat ile 48 saat MTAFlow' White uygulama siiresi
arasinda Bcl-2, caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat

degisimlerinin karsilastirmasi Tablo 12°de gosterildi.

Direkt MTAFlow™ White’a hem 24 hem de 48 saat maruz kalan hiicrelerin Bcl-
2 ve caspase-9 gen ifadelerinde kontrole gore kat artis1 saptanirken caspase-3, p53 ve
TNF-a gen ifadelerinde kat degerinde azalma gozlendi. Direkt 24 ve 48 saat uygulama

yapilan MTAFlow™" White gruplari arasinda istatistiki bir énem belirlenmedi.

24 saat siire ile MTAFlow" White’m direkt ve indirekt uygulamalari arasinda
Bcl-2, caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat
degisimlerinin karsilastirilmasi Tablo 12°de gosterildi. Indirekt uygulamada Bcl-2, p53
ve TNF-o ifadelerinde kontrole gore gen ifadesinde kat artisi goriiliirken direkt

uygulamada sadece caspase-9 gen ifadelerinde kat artigi1 saptand.

Indirekt uygulamada Bcl-2 gen ifadesi 52,043 kat artarken direkt uygulamada
5,187 kat artt1. iki uygulama arasinda istatistiki olarak p<(.05 diizeyinde bir fark saptandu.
Indirekt uygulamada caspase-3 gen ifadesi 0,182 kat azalirken direkt uygulamada 0,240
kat azald. iki uygulama arasinda istatistiki olarak fark gézlenmedi. indirekt uygulamada

p53 gen ifadesi 2,089 kat artarken direkt uygulamada 0,711 kat azald1. iki uygulama
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arasinda istatistiki olarak p<(0.05 diizeyinde bir fark saptandi. Indirekt uygulamada TNF-
o gen ifadesi 2,371 kat artarken direkt uygulamada 0,582 kat azaldi. ki uygulama
arasinda istatistiki olarak p<(0.05 diizeyinde bir fark saptandi. indirekt uygulamada
caspase-9 gen ifadesi 0,626 kat azalirken direkt uygulamada 4,834 kat artt1. Iki uygulama

arasinda istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde bir fark saptandi.

48 saat siire ile MTAFlow"" White’in direkt ve indirekt uygulamalar1 arasinda
Bcl-2, caspase-3, p53, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinin kontrole gore kat
degisimlerinin karsilastirilmasi Tablo 12°de gosterildi. Indirekt uygulamada Bcl-2, p53
ve TNF-a ve caspase-9 ifadelerinde kontrole gore gen ifadesinde kat artig1 goriiliirken

direkt uygulamada sadece Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadelerinde kat artis1 saptandi.

Indirekt uygulamada Bcl-2 gen ifadesi 87,279 kat artarken direkt uygulamada
3,441 kat artt1. Iki uygulama arasinda istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde bir fark saptandu.
Indirekt uygulamada caspase-3 gen ifadesi 0,168 kat azalirken direkt uygulamada 0,206
kat azald. iki uygulama arasinda istatistiki olarak fark gézlenmedi. indirekt uygulamada
p53 gen ifadesi 4,776 kat artarken direkt uygulamada 0,204 kat azald:. iki uygulama
arasinda istatistiki olarak p<(0.05 diizeyinde bir fark saptandi. Indirekt uygulamada TNF-
o gen ifadesi 28,083 kat artarken direkt uygulamada 0,356 kat azaldi. Iki uygulama
arasinda istatistiki olarak p<(0.05 diizeyinde bir fark saptandi. indirekt uygulamada
caspase-9 gen ifadesi 2,167 kat artarken direkt uygulamada 3,725 kat artt1. Iki uygulama

arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi.
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Tablo 4.12: Periodontal ligament hiicrelerinin MTAF low' " White’a direkt ve indirekt olarak 24 ve 48 saat stireyle maruz birakildiginda apoptozis ile ilgili

belirteclerin gen ifadelerindeki kat degisimlerinin istatistiksel olarak karsilastiriimast

GENLER =

Bel-2

Caspase 3

pS3

TNF- a

Caspase 9

Gruplar l Ortalama +S.D. Ortanca  Ortalama £S.D.  Ortanca Ortalama +S.D. Ortanca  Ortalama £S.D. Ortanca Ortalama =£S.D. Ortanca
24 saat
(N=3) 52,043 46,549 0,182 0,169 2,089 1,935 2,371 2,417 0,626 0,667
indirekt
48 saat
(N=3) 87,279 70,898 0,168 0,150 4,776 4,523 28,083 28,155 2,167 2,128
P 0,127 0,513 0,127 0,050* 0,050*
24 saat
(N=3) 5,187 5,083 0,240 0,201 0,711 0,657 0,582 0,507 4,834 4,684
Direkt
48 saat
(N=3) 3,441 3,909 0,206 0,161 0,204 0,207 0,356 0,391 3,725 3,949
P 0,275 0,513 0,077 0,275 0,275
Indirekt 52,043 46,549 0,182 0,169 2,089 1,935 2371 2,417 0,626 667
24 saat
Direkt 5,187 5,083 0,240 0,201 0,711 0,657 0,582 0,507 4,834 4,684
P 0,050* 0,827 0,050* 0,050* 0,050*
48 saat Indirekt 87,279 70,898 0,168 0,150 4,776 4,523 28,083 28,155 2,167 2,128
Direkt 3,441 3,909 0,206 0,161 0,204 0,207 0,356 0,391 3,725 3,949
P 0,050* 0,513 0,050* 0,050* 0,127
*p<0.05
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5. TARTISMA

Yeni ve giincel dental materyallerin klinik uygulama pratiginde kullanilmadan
once biyouyumluluk ve sitotoksisite bulgularin1 degerlendirebilmek icin hiicre kiiltiirii
testleri (in vitro testler) veya hayvan deneyleri (in vivo testler) yapilmaktadir (109).
Hiicre kiiltiirii test yontemleri, hayvan deneyleri ile karsilastirildiginda; daha iyi
standardize olmasi, tekrarlanabilirligi, hizli ve kolay olmasi, etik agidan tartigmaya
neden olmamasi ve nispeten daha diisiik maaliyetlerle gergeklestirilebilmesi gibi 6nemli
teknik avantajlara sahiptir (124). Bu c¢alismada pediatrik endodontik tedavilerde
kullanilan materyallerin hiicre kiiltiirii kullanilarak in vitro ortamda sitotoksisite ve gen

diizeyinde biyouyumluluklar1 degerlendirilmistir.

In vitro ¢aligmalarda iki tip hiicre kullanilmakta olup bunlar primer hiicre ve
devamli hiicre hatlaridir (109). Devamli hiicre hatlan, siiresiz ¢ogalabilme 6zelligine
sahip transformasyona ugramis primer hiicreler olup daha stabil bir karakterdedir.
Siklikla tercih edilen devamli hiicre hatlar1 grubunda; fare fibroblastlari, insan epitel
hiicreleri yer almaktadir (109). Primer hiicre kiiltiirleri, doku veya organdan izole edilen
hiicreler olup kiiltiir ortaminda en az 24 saatlik inkiibasyonu ile elde edilebilmektedir.
Dental pulpa fibroblastlar1 ve periodontal ligament fibroblastlar1 primer hiicre kiiltiiriine
ornek olarak verilebilir (109). Dokudan izole edilen hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiire
edilmesi zahmetli ve zor olmaktadir. Kiiltiir asamalarmin olduk¢a zahmetli ve hassas
olmasina ragmen primer hiicrelerin, laboratuvar kosullarinda in vivo sartlara en yakin

fizyolojik ortami yansittig1 bildirilmektedir (109,125).

Dental materyallerin biyouyumluluklarinin degerlendirildigi ¢aligmalarda
hedefe yonelik hiicre kullanilmasi gerekliligi s6z konusudur. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda; ilag ve materyallerin toksisitesi degerlendirilecegi zaman, hiicre tipi
seciminde materyalin temasta olacagi veya etki gosterecegi bolgedeki hiicre tipinin
secilmesi daha dogru bir yaklasim olmaktadir. Pulpa ve periapikal dokular birbirinin
devami halindedir. Periapikal alanda olusan iltihab1 olay c¢evre dokulara kolayca
yayilabilir ve bunun sonucunda endodontik tedavi ihtiyact olusur. Kok kanal tamir
materyalleri periodontal dokulara yakin yerlestirilir ve bolgedeki kok hiicrelerle

arasindaki etkilesimin 6nemli oldugu siklikla vurgulanmaktadir (126). Periodontal
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ligament heterojen hiicre topluluklarindan olusur ve bu hiicrelerden olan multipotent
mezenkimal kok hiicreler iyilesme siirecinde kemik/sement benzeri dokular
olusturabilecek potansiyeldedir (127). PDL mezenkimal kok hiicreleri ve PDL
fibroblast hiicreleri kok kanal tamir materyallerinin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi
hiicre kiiltiirii calismalarinda tercih edilen hiicre gruplarindan oldugu i¢in bu ¢alismada
PDL hiicreleri tercih edildi (128). Calismamizda insan periodontal ligament kokenli

hiicreler primer hiicre kiiltiir yontemiyle izole edildi.

Periodontal ligament hiicresi sadece kiiciik az1 ve 20 yas dislerinden degil ayrica
stit digleri veya sliperniimerer dislerden de elde edilebilir. Caligmamizda se¢tigimiz PDL
fibroblast hiicresini Samyutkha ve ark.’nin yaptig1 gibi ortodontik amagla ¢ekilmis
kiictik az1 diglerden elde ettik (129). Kok ylizeyinin uzun olmasi nedeniyle apikal ve
koronal bolgedeki dokularn kontaminasyonunu engellemek i¢cin dokunun sadece orta
iicliideki PDL dokusunun kazinarak elde edilmesindeki kolaylik ve donor yaginin kiigiik
olmasinin getirdigi hiicre ¢cogalma kapasitesinin fazla olmasi gibi avantajlar1 kii¢iik az1

dislerini kullanmamizdaki sebep olmustur (130).

Uluslararas1 Hiicre Terapisi Dernegi, MKH'lerin kimliginin saglanmast igin
asgari kriterler belirlemistir. Bu kriterler arasinda CD73, CD90 ve CD105'in pozitif
belirtecler olarak kullanilmasi yer alirken, CD34, CD31 ve CD45'in negatif belirtegler
olarak kabul edilmesi yer almaktadir (131). Ayrica PDL’de CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, STRO-1, CD166, NANOG ve OCT4 gibi hiicre yiizey antijenleri tanimlanmis
ve PDL kok hiicre kaynagi olarak kabul edilmistir (132). Calismamizda P1’e gore
ilerleyen pasajlarda C29 ve CD44 ifadesi degiskenlik gostermektedir. Ayrica CD105’in
P1’e oranla diisiik ifade olmasi1 ve CD 45’in yapilan son pasajda P1’e gore artmis olmasi

elde ettigimiz hiicrelerin kok hiicre 6zelligi tasimadigin1 gostermektedir.

Materyallerin hiicre kiiltiirline yerlestirilmesinden 6nce, calismada gruplar arasi
farkliliklarin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi ve belli bir standardizasyonu
saglamasi i¢in tim drneklerin ayn1 boyutlardaki kaliplarda olmasi 6nemlidir. Bu durumu
saglayabilmek icin caligmalarda c¢esitli boyutlarda farkli materyallerden yapilmis
kaliplar kullanilmaktadir. Kullanilan bu materyaller plastik, teflon veya kauguk esasl
olabilir. Rodrigues-Lozano ve ark., MTA’ nin sitotoksisitesini degerlendirdikleri bir

calismada, ¢apt 5 mm derinligi 2 mm’lik silindirik kauguk kalip tercih ederken
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Wildbiller ve ark., 6 mm capinda 2 mm derinliginde teflon kalip kullanmiglardir
(133,134). Bu calismada 6rneklerin standardizasyonunu saglamak i¢in 15 mm genislik
ve uzunlugunda kare seklinde yiiksekligi 5 mm olan plastik doku gémme kalibi

kullanldi.

Endodontik tedavi prosediirlerinde kullanilmak {izere gelistirilen cesitli icerik
ve Ozelliklere sahip bir¢ok yeni kok kanal tamir materyali piyasaya siiriilmektedir.
Mevcut calismada piyasa isimleri NeoMTA® 2, NeoPUTTY®, Biodentine™ ve
MTAFlow"™ White olan materyallerin periodontal ligament hiicreleri iizerine sitotoksik
etkileri incelendi. Bu calismada da kok kanal tamir materyallerinin hiicresel
sitotoksisitesini degerlendirmek amaciyla MTT yontemi tercih edildi. MTT yontemi
biyouyumluluk testleri i¢cinde hassas olmasinin yani sira hizli sonug elde edilmesi, ¢ok
diisiik diizeydeki toksisite degerlendirilmelerine imkan tanimasi, tekrarlanabilir olmasi
ve farkli ¢aligmalar arasinda kargilagtirma yapilmasina imkan saglamasi gibi avantajlar
ile glinimiizde dental materyallerin sitotoksisite degerlendirmesinde en ¢ok tercih

edilen yontemler arasindadir (106).

Calismamizda kullanilan materyallerden NeoMTA® 2, énceki versiyonu olan
NeoMTA Plus® gibi kronda renk degisikligi potansiyelinin {istesinden gelmek icin
bizmut oksit yerine radyopasifiye edici ajan olarak tantalyum oksit icerir ve istiin
kullanim 6zellikleri saglayan su bazli bir jel ile karistirilir. Ureticiye gére karistirma
asamasinda toz-likit orani, kullanim endikasyonuna bagl olarak degistirilebilir; sealer
amaciyla kullanmak icin ince kivamda veya pulpotomi, perforasyon tamiri gibi
prosediirlerde kalin kivamda uygulanabilir. Piyasaya yeni siiriilmesi nedeniyle,
NeoMTA® 2 ile ilgili sitotoksisite ve biyouyumluluk ¢aligmalar1 siirlidir. Yapilan
sitotoksisite ve biyouyumluluk ¢aligmalar1 dental pulpa hiicrelerinde olup (90), PDL
hiicreleriyle ilgili sitotoksisite ¢alismasina rastlanmamustir. Lozano ve ark., 2021 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada NeoMTA® 2 ve NeoMTA® Plus’in dental pulpa kok hiicreleri
iizerinde yaptiklan sitotoksisite ¢alismasinda indirekt olarak materyallerden salinan
ekstrakt salinim sivilariyla 24., 48. Ve 72. saatte hiicre canliligini karsilagtirmislar, iki
materyalin de hiicre canliligini arttirdigini ve benzer biyouyumluluk sergiledigini

gostermislerdir (90). Bu calismayla tutarli olarak ¢alismamizda da NeoMTA® 2’nin
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hem direkt hem indirekt temas grubunda 48. saatte hiicre canliligini istatistiki anlamda

onemli olmayan diizeyde artirdigi bulundu.

Apoptozis veya programlanmis hiicre oliimii, hiicresel homeostazin ve
gelisimin siirdiiriilmesinde ¢ok onemli bir siirectir. Apoptozis caspase gen ailesi
tarafindan yiiriitiilen ve Bcl-2 protein ailesinin karsit fraksiyonlarinca diizenlenen,
evrimsel olarak korunmus bir hiicre intihar siirecidir. Bu siirecteki iki kilit oyuncu Bcl-
2 protein ailesi ve caspase-3'tiir. Bcl-2 apoptozu inhibe etmedeki roliiyle bilinirken,
caspase-3 apoptozun kritik bir katalizoriidiir. Bel-2 ve caspase-3 arasindaki iligkinin
anlasilmasi, apoptoz mekanizmalarinin ¢oziimiinde anahtar rol oynar. Apoptotik siirecin
en kesin gostergelerinden biri caspase-3 gen ekspresyonunun artmasidir ve caspase-3
aktivitesini tespit etmek apoptozisin tiim morfolojik 6zellikleri gdzlemlenmeden dnce
bile apoptozisi degerlendirmek i¢in giiclii bir gostergedir (135). Bu ¢alismada, caspase-
3'lin gen ekspresyonunun izlenmesi qPCR yontemi ile gosterildi. Benzer olarak Sun ve
ark. 2021 yilinda NeoPUTTY® ve ES Putty ile yaptiklar1 biyouyumluluk ¢alismasinda

caspase-3 aktivitesini degerlendirmislerdir (6).

NeoMTA® 2’nin Real Time PCR bulgularimizda indirekt 24. saatte hem
antiapoptotik Bcl-2 gen diizeyinde hem de apoptotik caspase-9 gen diizeyinde artis
goriiliirken apoptotik belirteglerden caspase-3 ve TNF-o gen ifadelerinde azalma
saptandi. Kontrol ile karsilagtirildigi zaman apoptotik ve antiapoptotik gen diizeyleri
arasinda istatistiki olarak fark gozlenmedi. Bu bulgulara benzer olarak indirekt 48. saatte
de hem antiapoptotik Bcl-2 gen diizeyinde hem de apoptotik caspase-9 gen diizeyinde
bir artig gdzlendi. Ancak apoptotik caspase-9 gen ifadesindeki bu artigin istatistiki olarak
onemli oldugu goriildii. Diger apoptotik belirteclerin ekspresyonlarinda istatistiki olarak
onemli bir farklilik gbzlenmedi. Dolayisiyla 48.saatten itibaren hiicreler hafif diizeyde
apoptozise siiriikkleniyor olabilir. Caligmamiza benzer bagka bir ¢aligma olmadigi igin
elde edilen sonuglarin ileri doénemde yapilacak c¢aligmalar ile kiyaslanarak

degerlendirilmesi daha net ¢ikarimlarda bulunulmasi igin gereklidir.

Indirekt uygulama sonuglarina benzer olarak hem 24 saat hem de 48 saat
direkt uygulamada NeoMTA® 2’ye maruz kalan hiicrelerde hem antiapoptotik Bcl-2
hem de apoptotik caspase-9 gen ifadelerinde artis gozlenirken diger apoptotik gen

ifadelerinde ise azalma saptandi. Ozellikle apoptotik caspase-3 ve TNF-o gen
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ifadelerindeki azalmanin ve caspase-9 gen ifadesindeki artisin istatistiki olarak 6nemli
oldugu belirlendi. Indirekt uygulamada hem 24 hem 48 saat uygulamaya baktigimiz
zaman apoptotik ve antiapoptotik gen ifadelerinin benzer bir davramis sergiledigini
gozlemliyoruz. Indirekt grupta hem 24 hem 48 saatte Bcl-2 ve TNF-o’ da azalma
saptandi. p53 gen ifadesinde 24 saatte gen ifadesinde artis goriiliirken 48 saatte ise
azaldi1 tespit edildi. Indirekt 24 saat ile 48 saati karsilastirdigimizda p53 ve TNF-a gen
diizeyleri arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark oldugu belirlendi. Direkt uygulama
grubunda hem 24 saatte hem 48 saatte Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadelerinde bir artig
varken caspase-3 ve TNF-a gen ifadelerinde bir azalma vardir. Indirekt gruptaki
bulgulara benzer olarak direkt grupta da p53 geni 24 saatte diizeyi artarken 48 saaatte
diizeyi azalmistir. Hem caspase-9 ekspresyonlarinda hem p53 geninin daha da azalmasi
48. saatte apoptozis daha da inhibe edilmistir. Sonug olarak caspase-9 ifadesinde artisa

ragmen apoptozisin inhibe edildigi anlagilmaktadir.

Hiicresel stresin apoptozisin intrinsik yolagini indiiklemesi lizerine, apoptotik
Bcl-2 gen ailesi iiyeleri oligomerizasyonu tetikler ve mitokondriyal dis zarinin gegirgen
hale gelmesi ile Sitokrom-c’nin mitokondriden sitozole sizmasina neden olur. Sitokrom-
c daha sonra APAF-1’e baglanir ve apoptozom olusumunu saglar. Apoptozom da
baslatic caspase-9’u aktive eder, bu da caspase-3’ii aktive eder (119). APAF-1 caspase-
9'u aktive etmek icin Sitokrom-c'ye ihtiya¢ duydugundan ve antiapoptotik Bcl-2 geni
mitokondriyal Sitokrom-c salinimim1 engellediginden, Bcl-2'nin mitokondriyal
membran biitiinliigiinii koruyarak apoptozisi engelledigi bilinmektedir (119). Marsden
ve ark., 2002 de, Bcl-2 gen ifadesini ve farelerde lenfosit sayisini artirdigini ve birgok
apoptotik uyaram ise inhibe ettigini bildirerek, APAF-1 veya caspase-9 geninden
yoksun farelerde ise apoptozisin inhibe olmadigini saptamislardir. Dolayisiyla giiclii bir
caspase antagonistinin hem apoptozisi inhibe edebilecegi hem de Sitokrom-c salinimini
geciktirebilecegini  Ongorerek, Bcl-2'  nin Sitokrom-c/APAF-1/caspase-9
'apoptozomundan' bagimsiz olarak bir caspase aktivasyon programini diizenledigi yani
Bcl-2’nin caspase-9’a ya da onun aktivatorii olan APAF-1’e gereksinim duymadan
hiicre 6lim yolagin1 kontrol ettigi sonucuna varmiglardir (136). Diger yandan artan
caspase 9 aktivasyonuna bagli olarak caspase-3 aktivasyonununda da bir artig beklenir
ancak bu caligma caspase-3’lin aktivasyonunu engelleyen farkli inhibitorlerin de

devreye girdigini diisiinmekteyiz. Caspaselarin diizenlenmesinde Bcl-2 ailesi diginda
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caspase aktivasyonunu inhibe eden apoptozis inhibitorleri (IAP) ailesi de 6nem
tagimaktatir. Bu ailede gorev alanlar arasinda NAIP (BIRC1), cIAP1 (BIRC2), cIAP2
(BIRC3), X-linked IAP (XIAP, BIRC4), Survivin (BIRCS), Apollon (BRUCE, BIRC6),
Livin/ML-IAP(BIRC7), ve IAP-benzeri protein 2 (ILP-BIRCS) bulunur. Bunlardan
XIAP, birka¢ farkli mekanizma yoluyla apoptozisi frenleyen cok yetenekli bir
molekiildiir (135). XIAP, IAP'lerdeki islevsel birim olan BIR alanlar igerirler ve her
biri farkli islevler sergiledigi ii¢ BIR alani bulundurur. Ucgiincii BIR alan1 (BIR3),
islenmis kaspaz-9'un aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe ederken, BIR1 ve BIR2
arasindaki baglayici bolge segici olarak kaspaz-3 ve -7'yi hedef alirlar. BIR3, kaspaz-
3'dl inhibe etmezken, BIR1 ve BIR2 bolgelerinin ise caspase 9 lizerinde etkileri yoktur
hedefler (137). Caspase 9’un aktif formuna XIAP baglanarak aktivitesini azaltabilir.
Boylelikle caspase-9’un caspase-3’ii aktive etme yetenegi azalir. Apoptozis sirasinda bu
inhibitorler, mitokondri membranlar1 arasi1 alanindan sitozole salinan apoptojenik
proteinler olan Omi/HtrA2 ve Smac/DIABLO tarafindan devre digi birakilir. Smac
peptitleri/BIR3 etkilesimi, caspase-9'u serbest birakmak igin caspase-9/BIR3
etkilesimini bozarak caspase-9 aktivitesini giiclendirir. Ote yandan, Smac peptidleri,
XIAP'!m kavramasindan caspase-3'ii kaldiramaz c¢iinkii XIAP'n baglayici bolgesiyle
etkilesime girmezler (138). Bu durumda XIAP"1, Smac diizenlemesi yanit vermesi i¢in
Smac’in hem BIR2 hem de BIR3 alanlart ile etkilesime girmesi gereklidir. Bu ¢aligmada
caspase-9 artarken caspase-3 azalmistir. Apoptozis inhibitdrii olan XIAP’nin caspase-
9’a ve caspase-3 farkli BIR bolgeleri ile baglanarak aktivasyonunu engelleyebilecegi
diger yandan Smac’in caspase-9 ile XIAP i BIR bolgelerini hedefleyerek XIAP 1n
caspase-9 iizerine olan inaktivasyonun inhibisyonu ortadan kaldirmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Boylece aktif caspase-9°da artis ortaya ¢ikmig olabilir. Caspase-3’teki
azalma ise Smac’in caspase-3 ve XIAP arasindaki baglantiy1 bozmasi i¢in BIR2 hem de
BIR3 alanlar ile etkilesime girmesi gibi karmasik mekanizmalar igermesi Smac’in bu
calismada XIAP inaktivasyonunu ortadan kaldiramadig: diisiiniilmektedir. Ileri
donemde yapilacak caligsmalarda caspase inhibitorlerinin gen ifade diizeylerindeki
degisimlerin  gosterilmesi mekanizmanin tam olarak aydinlatilmasina katki

saglayacaktir.

NeoPUTTY®, yeni bir materyal olup toz/likit karigim iiriinii olan MTA’larm

aksine macun formunda bulunmaktadir. Toz/likit karisiminin sertlesme reaksiyonu
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iizerindeki etkisini azaltmak ve klinik uygulamalar kolaylastirmak adina geleneksel
toz/likit simanlara alternatif olarak gelistirilmistir. NeoPUTTY®, toz/likit formunda
olan materyallerin kapaklar1 acildiktan sonra atmosferik neme maruz kalmalan
durumunda raf dmiirlerinin kisaldig1 belirtilmektedir. Ancak, NeoPUTTY® MTA fiiriinii
ile bu sorunun elimine edildigi gosterilmistir. NeoPUTTY® MTA’nin su icermeyen
organik bir siv1 ile formiile edildigi ve klinik uygulamada dentin tiibiilleri, pulpa ve
apikalden gelen nem ile sertlestigi belirtilmistir (94). Literatiirde, NeoPUTTY® nin
PDL  hiicreleri {iizerindeki sitotoksik etkilerine iliskin az sayida c¢alismaya
rastlanmaktadir. 2021 yilinda Sun ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada PDL kdk
hiicreleri ve dental pulpa kék hiicreleri iizerinde NeoPUTTY® MTA ve EndoSequence
BC RRM Putty materyallerinin 3. giin sonundaki MTT hiicre canlilik degerlerine
bakilmis ve NeoPUTTY® MTA nin hem PDL mezenkimal kok hiicrelerinin hem de
dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin, EndoSequence BC-RRM Putty’e kiyasla
hiicre canliliklarin1 artirdig1 ve EndoSequence Putty’e gore daha biyouyumlu oldugu
rapor edilmistir (6). Calisgmamizda MTT testinde NeoPUTTY®’nin direkt olarak
uygulandiginda hiicre canliligini indirekt uygulamaya gore daha fazla azalttig1 fakat
hiicre canliligindaki bu azalmanin hem direkt hem de indirekt uygulamada istatistiksel
olarak 6nemli olmadigini gézlemledik. Sun ve ark.’min ¢alismasina uyumlu olarak
direkt uygulamaya kiyasla indirekt uygulamada NeoPUTTY®nin daha fazla

biyouyumlu oldugu saptandi.

NeoPUTTY®’ye maruz kalan hiicrelerde indirekt 24. saatte hem antiapoptotik
Bcl-2 gen hem de apoptotik caspase-9 gen diizeylerinde artis goriiliirken apoptotik
belirteclerden caspase-3, p53 ve TNF-a gen ifadelerinde ise azalma saptandi. Kontrol
ile karsilagtirildig1r zaman apoptotik ve antiapoptotik gen diizeyleri arasinda istatistiki
olarak bir fark gozlenmedi. indirekt 48. Saatte de hem antiapoptotik Bcl-2 gen
diizeyinde hem de apoptotik caspase-9 gen diizeyinde bir artis gozlenirken apoptotik
caspase-3 gen ifadesinde azalma gozlendi. Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadesindeki bu
artigin istatistiki olarak 6nemli oldugu goriildii. Caspase-9’da artis ve caspase-3’teki
azalmanin daha dnce NeoMTA 2’de belirtildigi gibi apoptozis mekanizmasinda gorev
alan inhibitér ve aktivitor faktorlerin caspase-9 ve caspase-3 farkli bir sekilde
etkilemelerinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger apoptotik

belirteclerin ekspresyonlarinda istatistiki olarak 6nemli bir farklilik g6zlenmedi. Bu
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sonuclara gore indirekt temasta 48. saate dogru hiicrelerin daha fazla hayatta kaldigim
gostermektedir. Bu sonuglar direkt temasta indirekt temasa gore hiicre
metabolizmasinda daha fazla azalma oldugunu gordiigiimiiz MTT sonuglarimizla
paralellik gostermekte ve dolayistyla direkt temasta hiicre sayisinda daha fazla azalma

oldugu goriistimiizii desteklemektedir.

Hakeem ve ark., 2023 yilinda yaptiklari ¢aligmada NeoPUTTY® ve Rootdent
MTA’nin insan fibroblast hiicrelerinde MTT testi ile sitotoksik etkilerini ve Real Time
PCR ile caspase-3 gen ifadesini degerlendirmislerdir. 24. ve 72. Saat olarak iki zaman
diliminde de NeoPUTTY™ grubunda hiicre canliliginin MTA grubuna gore daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Caspase-3 gen ifadesinin, MTA grubunda NeoPUTTY®
grubuna gore daha fazla gen ekspresyonu gosterdigini belirtmislerdir. Apoptotik olan
caspase-3’iin MTA grubunda daha fazla bulunmasi ve MTT testinde daha az hiicre
canliligi gostermesi bu calismada NeoPUTTY®nin MTA’ya gére daha az hiicre
Olimiine neden oldugu goriisiinii desteklemektedir. Calismamizda indirekt temasta
MTT testi bulgularia gére hem NeoMTA® 2 hem MTAFlow™ White grubunda hiicre
canliligt NeoPUTTY® grubuna gére istatistiki anlamda daha yiiksek bulunmustur.
Caspase-3 gen ifadesinde ise anlamli bir farklilik bulunmamistir. Yukaridaki sonuglara
gore Hakeem ve ark.’nin NeoPUTTY®nin MTA’dan daha biyouyumlu oldugu
sonuclart calismamizla c¢elismektedir. NeoMTA® 2’de belirtilen apoptozis
mekanizmasinda gorev alan inhibitor ve aktivator faktorlerin caspase-9 ve caspase-3

farkl1 bir sekilde etkilemelerinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biodentine™ ““dentin yerine gecen materyal” veya “dentin onarim materyali’’
olarak tanmitilan ve MTA'nin bazi dezavantajlarinin {istesinden geldigi iddia edilen
kalsiyum silikat bazli bir simandir (7). MTA ’ya benzer sekilde toz bilesimini esas olarak
trikalsiyum silikat ve dikalsiyum silikatin olusturdugu materyalde radyopasite verici
ajan olarak MTA dan farkli olarak zirkonyum oksit kullanilmistir (139). Biodentine™
icerigindeki zirkonyum oksitin dislerde renk degisimine yol agmamasi, Biodentine"’in
hizli sertlesme siiresine sahip olmasi, miikemmel sizdirmazlik kabiliyetine sahip olmasi,
yiiksek basing dayanimi, yiiksek biyouyumluluk ve biyoaktivite gdstermesi sebebiyle
Biodentine™ giiniimiiz dis hekimligi uygulamalarinda basartyla kullanilan bir

materyaldir (98).
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Biodentine™, NeoPUTTY® ve Theracal PT’nin sitotoksisitelerinin
degerlendirildigi 2023 yilinda yapilan bir ¢calismada, materyallerin PDL hiicrelerine
1:1 oraninda ekstrakt sivist ile indirekt temasinda 24. ve 72. saatte Biodentine™" ve
NeoPUTTY®, TheraCal PT grubundan anlamli olarak daha yiiksek hiicre canlilig
gostermistir. 7. giinde en yiiksek hiicre canliligini Biodentine™ grubu gosterirken,
NeoPUTTY® ve TheraCal PT grubunda anlamli fark bulunamamistir.1:2 ve 1:4
oraninda seyreltilmis indirekt temasta 24. saatte Biodentine” ve NeoPUTTY®™ grubu
daha ytiksek hiicre proliferasyonu gosterirken, 3. Ve 7. Giinde 3 grup arasinda anlamh
bir fark bulunamamistir (140). Calismamizdaki MTT bulgularina baktigimizda
Biodentine™ ve NeoPUTTY®’nin hem direkt hem indirekt temasta benzer hiicre
canliligi gosterdigini ve anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir. Saber ve ark.
calismalarinda da bu galismadan elde edilen sonuglara benzer olarak Biodentine™ ve
NeoPUTTY®nin PDL hiicre canlilig1 iizerine etkilerinde istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadigini bildirilmiglerdir (140).

Maria Escobar Garcia ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Biodentine™
ve MTA’nin PDL fibroblast hiicrelerine olan sitotoksisite ve biyouyumlulugunun
degerlendirildigi bir ¢alismada ¢aligmamizla uyumlu olarak 48 saatlik inkiibasyon
sonrast her iki materyalinde sitotoksik etkisinin olmadigi ve biyouyumlu olduklarini

bildirmislerdir (100).

Biodentine™ ile yapilan ¢alismalarda, Biodentine™ *in hiicre canlilig1 iizerine
etkilerinin diliisyon oranlarma bagli oldugu ve yiiksek diizeyde diliisyon oranlarinin
da sitotoksik etki olusturmadigi ileri siiriilmektedir (141,142). Calismamizda
Biodentine™ direkt ve indirekt maruziyet sonrasi hiicre canlilik oranlarinda azalma
olmasina ragmen her iki uygulama arasinda anlaml bir fark olmadig1 goriildii. Saber
ve ark., bizim bulgularimiza benzer sekilde 48 saatte hiicre canliliginin azaldigim
gbzlemlemislerdir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Biodentine™ eluatlarinda
arsenik, kursun ve krom izleri bulundugu bildirilmistir (143). Baska bir ¢aligma
Biodentine'" 'in arsenik, bakir, demir, manganez ve ¢inko gibi agir metalleri serbest
biraktigim ortaya koymustur (144). Ancak Camilleri ve ark., (143) Biodentine™

orneklerinde tespit edilen arsenik miktarinin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu;
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dolayisiyla Biodentine 'in giivenli bir malzeme olarak kabul edilebilecegini

belirtmistir.

Samyutkha ve ark., 2014 yilinda PDL hiicrelerinde yaptiklan sitotoksisite
calismasinda MTA ve Biodentine'’in 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresinde hiicre

]

canlihigini degerlendirmislerdir. MTA’ nin Biodentine™ e gdre hiicre canliligini 24.
saatte daha fazla artirdigim ancak 48. saatte MTA ve Biodentine™" grubunda hiicre
canliliginin benzer oldugunu bildirmislerdir. 48. Saatte Kontrol grubuyla Biodentine™
grubu karsilastirildiginda Biodentine™ grubunda hiicre canliigmin azaldigimni
belirtmiglerdir (129). Bizim ¢alismamizda da MTT testinde benzer sekilde 48. saatte
hiicre canliliginin Biodentine™ grubunda kontrole gore azaldig1 ancak istatiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii. Kontrol grubunda 48. saat ile karsilastirildiginda

Biodentine™’e gére hiicre canliliginin daha fazla olmasi bizim calismamizin

bulgularmi desteklemektedir.

Biodentine" grubunda Real Time PCR bulgularinin apoptozis gen ifadelerine
baktigimiz zaman, direkt olarak hem 24 hem de 48 saat siire ile Biodentine"’e maruz
kalan hiicrelerde kontrole gore antiapoptotik Bcl-2 gen ifadesinde ve apoptotik
caspase-9 gen ifadesinde artis gozlenirken diger gen ifadelerinde azalma saptandi. Bcl-
2 ve caspase-9 gen ifadelerinde direkt 24 ve 48 saat siireleri arasinda istatistiki olarak
onemli diizeyde bir fark oldugu belirlendi. Biodentine™ grubunda indirekt grupta 24.
Saatte antiapoptotik Bcl-2 ifadesinde artis goriiniirken, 48. Saatte gerceklesen artis
arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamliydi. Benzer sekilde caspase -9 gen
ifadesinde de indirekt grupta 24. ve 48. saatler arasinda gen ifadesindeki diisiisiin
anlamli derecede farkli oldugunu gérmekteyiz. NeoMTA® 2 grubunda oldugu gibi
apoptotik ve antiapoptotik olan bu iki gen benzer davranigi gostermistir. 48. saate
baktigimizda ise indirekt ve direkt gruplar arasinda Bcl-2 gen ifadesinde anlaml bir
farklilik olmazken, caspase-9 gen ifadesinde direkt temasta anlamli derecede artis
gozlendi. Bu sonuca gore PDL hiicrelerinin Biodentine™ grubunda direkt temasta 48.
Saate dogru apoptozisin indiiklendigini gostermektedir. Bu diisiincemizi desterler
sekilde MTT bulgularimizda da 48. saatte hiicre canliliginin direkt grupta indirek

gruba gore fazla oldugu oldugu goriildii.
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Birant ve ark., 2020 yilinda dental pulpa kok hiicreleri {izerinde yaptiklari
calismada Biodentine™, ProRootMTA ve NeoMTA Plus’in Annexin V boyama ile
flow sitometri cihazinda 1. 3. Ve 7. giinlerde erken ve ge¢ apoptozis ile nekroz hiicre
oranlarini incelemislerdir. Biodentine™ grubunda canli hiicre oranlarma bakildiginda
7. glindeki hiicre canliligi diger giinlere gore daha yiliksek bulunmustur. Bizim
calismamizda ise genellikle 48. saatte hiicre canliligi biodentinde hem direkt hem
indirekt uygulamada diger biyomateryallere gore diisiik bulunmustur. Bu fark bizim
calismamizda farkli olarak bu ¢alismada pulpa kok hiicrelerinin kullanilmasina bagh
olarak hiicrelerin karakteristik 6zellikleri ile ilgili olabilir. ProRoot MTA ve NeoMTA
Plus grubunun analizine benzer sekilde erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik
hiicre ylizdeleri sirastyla 1., 3. ve 7. giinlerde daha yiiksek olarak hesaplanmistir. En
diisiik erken apoptotik hiicre orani tiim giinlerde Biodentine™ grubunda bulunmustur.
7. giinde geg apoptotik hiicre orani en diisiik grup Biodentine™ grubu olmustur (145).
Diger yandan bizim calismamizda da Bcl-2 gibi apoptozis inhibitorii 24 saatte
yiikseksen 48. saatte diisiik olmasi ilerleyen siirelerde apoptozis inhibisyonun

azaldigim diistindiiriir

Bu ¢alismada test edilen MTAFlow™ White, ayni1 isimli gri versiyonunun
yeni gelistirilen alternatifidir. Tozu degistirilip beyaz olmakla kalmams, radyoopasite
verici ajan bizmut oksit yerine tantalyum oksit kullanilmistir. MTA'nin uzun sertlesme
stiresi, kumlu kivami ve yerlestirilmesindeki zorluklarin getirdigi dezavantajlarin
listesinden gelinmesi amaciyla iiretilmistir (4). Uretici firma piiriizsiiz bir kivam elde
edildigi ve ‘ince’, ‘kalin’ ve macun formunda olmak iizere 3 farkli toz-likit oraninda
karistirilarak sahip oldugu tasiyici enjektorle de uygulanabilme kolaylig sagladigimi
belirtmektedir (146). Literatiirde MTAFlow"" White’1n sitotoksisite ve biyouyumluluk
bilgisi simirlidir. Pelepenko ve ark. 2018 yilinda yaptigi bir ¢alismada, MTAFlow ™
White, Biodentine™ ve ProRoot MTA’nin PDL fibroblast hiicrelerinde 24 saatlik
direkt temas sonrasi en diisiik hiicre canlili1 gdsteren materyal MTAFlow™ White
olmustur. Bizim ¢alismamizda da Pelepenko ve ark.’na benzer olarak direkt temas
sonrasi 48. saatte MTAFlow™ White grubunda Biodentine""’e gére hiicre canlilig

daha az olup istatiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Asuka Aka ve ark., 2024 yilinda yaptig1 bir calismada MTAFlow™" White,
MTARepair HP ve Nishika Canal Sealer BG nin PDL hiicreleri iizerinde 7 ve 28 giinliik
sitotoksisitelerini degerlendirmislerdir. 7. ve 28. Giinlerde MTAFlow'™ White ve
Nishika Canal Sealer BG grubunda hiicre canliligint MTA Repair HP ve kontrol
grubundan anlamli derecede daha diisiik bulmuslardir. MTAFlow™ White ve Nishika
Canal Sealer arasinda anlamli bir fark bulunmazken en diisiikk hiicre canlilig
MTAFlow"™ White grubunda bulunmustur. Yine aym ¢alismada MTAFlow" White’in
7.ve 28. Giinde 3 farkli toz-likit oraninin kendi i¢inde Kkarsilastirmasinda her iki
zamanda da en yiiksek hiicre canliligini en koyu kivamli yani en fazla toz kullanilan
macun formunda gostermistir. Bizim c¢alismamizda 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda MTAFlow™ White grubunda direkt temasta indirekt temasa gore hiicre
canliliginda azalma istatiksel olarak anlamli diizeyde gergeklesti. Kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda direkt temasta anlamli olarak daha diisiik hiicre canlilig1 belirlendi.
Indirekt temasta kontrol grubuna gore hiicre canliligindaki artis istatiksel olarak anlamli
degildi. Direkt temasta hiicre canliligindaki azalma bulgularimiz literatiirdeki

caligmalarla uyumludur.

MTAFlow"™ White apoptozis gen ifadelerine baktigimizda, indirekt 24 saat
maruz kalan hiicrelerin Bcl-2, p53 ve TNF-a gen ifadelerinde kontrole goére artisi,
caspase-3 ve caspase-9 gen ifadelerinde azalma gozlenirken; 48 saat siire ile
MTAFlow" White’a maruz kalan hiicrelerde bu kat artisinin Bel-2, p53 ve TNF-a gen
ifadeleri ile birlikte caspase-9 gen ifadesinde de oldugu goriildii. Indirekt 24 ve 48 saat
gruplar1 arasinda Bcl-2, caspase-3 ve p53 gen ifadelerinin degisimleri arasinda istatistiki
olarak 6nem gozlenmezken, TNF-a ve caspase-9 gen ifadelerinde istatiksel olarak fark

oldugu saptandi.

Direkt MTAFlow " White’a hem 24 hem de 48 saat maruz kalan hiicrelerin
Bcl-2 ve caspase-9 gen ifadelerinde kontrole gore artis1 saptanirken caspase-3, pS3 ve
TNF-a gen ifadelerinde kat degerinde azalma gozlendi. Direkt 24 ve 48 saat uygulama
yapilan MTAFlow™ White gruplari arasinda istatistiki bir 6nem belirlenmedi. Gerek
indirekt 48. saat indirekt temasta gerekse 24 ve 48. saat direkt temasta gozlenen caspase-
9’daki artis ve caspase-3’teki azalmanin diger biyomateryallerde de bahsedilen
apoptozisin diizenleyicileri arasinda yer alan XIAP ve Smac’in etkilesimleri ile iligkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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MTAFlow™ White grubunda indirekt ve direkt karsilastirma yapildiginda
antiapoptotik Bcl-2 gen ifadelerinde indirekt grupta hem 24. hem 48. Saatte gen
ekspresyonlari istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Apoptotik caspase-9
gen ifadesine baktigimizda da 24. Saatte indirekt grupta direkt gruba gore istatiksel
olarak anlamli olarak diisiik olan sonuglar1 gérmekteyiz. MTAFlow' White grubu
direkt temasta indirekt temasa gore hiicreleri daha ¢ok apoptozis i¢in uyarmis ve hiicre
oliimii yoluna daha fazla gitmistir. Bu sonuglar MTAFlow' = White’in direkt etkisinde
daha diisiik hiicre canlilig1 gosterdigi MTT bulgularimizi desteklemektedir. Indirekt

temasta direkt temasa gore daha fazla hiicrenin hayatta kaldigini gozlemlemekteyiz.

Bu calismada, PDL dokusu iizerinde biyomateryalin klinik uygulamasini
taklit etmek i¢in, hiicrelerin direkt biyomateryal temas: ile zorlandigi bir ortam
tasarlanmasi amaglanmigtir. Yapilan hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda, biyoseramik igerikli
kok kanal tamir materyallerine karst hiicre tepkisinin hiicre tipi, calisma siiresi, yeni
kanigtirllmig veya bekletilmis malzeme kullanimi, ortamin degistirilme sikligi,
materyalin direkt temasi veya indirekt olarak salinim ekstraktlarinin kullanimi ve hiicre
kiiltiirii ortamindaki malzeme konsantrasyonu gibi bir¢ok faktére bagli oldugunu
gostermektedir (147). Tsai ve ark., 2018°de MTA’nin eksfoliye siit dislerinin kok
hiicreleri iizerinde hiicre canliligin1 direkt ve indirekt temas yontemi ile inceledigi
calismada, WST-1 test metodu ile sitotoksisite incelemisler ve apoptozis tayin yontemi
olarak TUNEL ve Annexin V/7-AAD boyama yontemi kullanilarak kalitatif analizi
yaptlmistir. MTA’nin direkt temas etkisi ile hiicreler iizerinde canliligi olumsuz
etkiledigi bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da bu sonucu destekler nitelikte olup her

grupta direkt temasta hiicre canliliginin azaldigin1 gézlemledik.

Tsai ve ark., ayn1 calismalarinda Bcl-2 protein ailelerinin MTA ile indiiklenen
apoptotik hiicre 6liimiinde baslica rol oynayip oynamadigini belirlemek icin, Bcl-2, Bcel-
xL ve Bax aktivitelerini bir Western Blot testi kullanarak incelemislerdir. Antiapoptotik
proteinlerin (Bcl-2, Bel-xL) 2 giin MTA'ya temas1 sonrasi kontrole kiyasla dnemli
Ol¢lide azaldigin1 gostermistir. Pro-apoptotik protein (Bax) MTA gruplarinda hafifce
artmis olsa da, kontrol ile karsilastirildiginda anlamli bir fark yoktu. Annexin V/7AAD
sonuclarina gore de MTA ile direkt temasin erken apoptotik hiicrelerin sayisini

artirdigin1  belirtmiglerdir (147). Caligmamizda da bu sonuglara benzer olarak
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MTAFlow"™ White grubunda hem 24. Hem 48. Saatte indirekt temasta direkt temasa
gore antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyonu anlamli derecede artmis, caspase-9 gen
ekspresyonu ise 24. Saatte artmistir. Bu sonuglar indirekt temasta hiicrelerin apoptoza

gitme egiliminin daha az oldugu goriistimiizii desteklemektedir.

Yeni karistirilmis taze materyalin veya bekletilmis malzemelerin kullanimi
da sitotoksisiteyi etkileyen faktorlerden olmaktadir. Agrafioti ve ark., dental pulpa kok
hiicreleri {lizerinde yaptiklar bir ¢aligmada karistirildiktan sonra 1 saat bekletilen taze
MTA’nin 24 saat bekletilen MTA’ya gore 4. Ve 7. giinde daha az hiicre canliligi
gosterdigini belirtmislerdir (148). Kalsiyum iyonlarinin ilk saliniminin yani sira taze
MTA'dan sizabilen bilesenlerin varligir hiicrelerin davranismi etkileyebilir. Taze
karistirllmis kalsiyum-silikat bazli simanlarin erken donemde kalsiyum-silikat hidratlar
olusturabilecegi ve kalsiyum fosfat ve kalsiyum karbonat ¢okeltebilecegi bildirilmistir
(149). Calismamizda kullanilan biyoseramik malzemeler sadece 1 defa karistirilmis ve
her test 6ncesi yeni materyal karistiritlmasi tercih edilmemistir. Bu tercihimizin sebebi
klinik uygulama prosediirlerine paralel bir ¢alisma yiiriitmekti. Ancak bu tercihin elde
edilen sonuglar1 etkilemis olma ihtimali bulunmaktadir. Ileri dénem yapilacak
caligmalarda her test 6ncesi yeni materyal kanistirilarak degerlendirmelerde bulunulmasi

sonuclarimizin dogrulanmasi agisindan faydali olacaktir.

Hiicre kiiltiirii ile yapilan in vitro biyouyumluluk ¢alismalar dis hekimligi
alaninda kullanilan ve yeni gelistirilen materyallerin degerlendirilmesinde ilk
basamaktir. Ancak yapilan calismalardan elde edilen sonuglar her zaman klinik
kullanmimdan elde edilen sonuglarla paralellik gostermeyebilir. Bunun birgok nedeni
olabilir. Ornegin hidrofilik bir materyalin in vivo kosullarda sertlesme siiresi in vitro
kosuldaki sertlesme siiresinden farkli olabilmektedir. Bunun yani sira hiicre kiiltiiriine
uygulanan ¢esitli ilag/materyal konsantrasyonun in vivo sartlarda canli dokuda hangi
konsantrasyona denk geldigi bilinmemektedir. Ayrica in vivo g¢aligmalarda g¢evre
dokuda meydana gelen hiicresel yanit in vitro ¢alismalarda mevcut degildir. In vitro
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 dental materyallerin biyolojik etkileri hakkinda 6n bilgi
saglamaktadir. Kesin sonuca varabilmek i¢in in vitro ve in vivo ¢aligsmalarin bir arada

yapilmasi1 gerekmektedir.
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Bu ¢aligmada genel olarak, hem MTT hem de apoptotik genlerin ekspresyon
sonuclarina gore direkt maruziyetin indirekt maruziyete gore etkilerinin fazla oldugu
gdzlenmistir. Ornegin MTAFlow™ White’ta indirekt hiicre canliliginin kontrole gére
indirektte yiiksekken direkt uygulamada oldukga diisiik oldugu gériildii. Biodentine™ ve
NeoPUTTY® de her iki uygulamanin hiicre canliligini azalttigi belirlendi. Kullanilan
biyomateryallerin hiicreye sitotoksik etkileri nekroz ve apoptozis gibi hiicre 6liim tipleri
ile aciklanabilir. Hiicre 6lim tiplerinden hangisinin oldugunun ayiriminin yapilmasi
olim tiplerinde gozlenen farkli biyolojik cevaplar agisindan 6nem tasimaktadir.
Enzimlerin lizozomlardan digar1 sizmasi, sitoplazmaya gegmesi ve hiicre sindirilmesi
olay1 nekrozda gerceklesmektedir. Hiicresel icerik zedelenmis olan plazma
membranindan hiicre dis1 araliga gecer, inflamatuar yanit baglar ve hiicre hasari goriiliir.
Apoptozisde ise hiicre, biiylime faktorlerinden yoksun kaldiginda, DNA ve proteinler
geri doniilemeyecek diizeyde zedelendiginde, membran biitiinliigii bozulmadan
cekirdegin dagilmasi ile apoptotik cisimcikler olusur ve hiicre kendini oldiiriir.
Dolayisiyla apoptozis ile gerceklesen hiicre 6liimiinde immiin yanit olusmaz. Bu farka
baglh olarak materyal ile temasta olan hiicrelerin daha ¢ok apoptozisi indiikledigi
durumlarda dokularda inflamasyon olusturmadigi ve dokularda meydana gelen
modifikasyonlara daha hizli adapte olacag: diisiiniilmektedir (150). Bu nedenlerden
dolay1 bir materyalin hangi yolla toksik etkiye neden oldugunun tespiti ile daha ileri
caligmalarda toksisitenin nekroz veya apoptozisde hangi basamakta meydana geldigini
aragtirmak i¢in 6nemli bir adim olacaktir. Bu ¢aligmada hiicre canliliginda gézlenen
azalmanin apoptozis kaynakli olup olmadigini belirlemek i¢in belirledigimiz apoptotik
belirteclerin gen diizeylerini degerlendik. Genel olarak Bcl-2’deki artis ve caspase-
3’teki azalma bize hiicre Oliimiiniin apoptozis araciligiyla degil nekroz ile
gerceklestigini diisiindiirdii. NeoMTA® 2 grubunda ise farkl1 olarak hiicre canliliginin
arttig1 grup olarak karsimiza ¢ikti. Hiicre proliferasyonun yiiksek olmasi da istenilen bir
durum degildir. Biyomateryalin hiicre ve doku iizerine kontrole yakin etkiler
sergilemesi biyouyumluluk i¢in 6nemlidir. Kullanilan biyomateryale bagli gelisen
reaksiyonlarin ve bunlarin hiicre ve dokular iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in
farklh yontemlerle mekanizmalarinin ortaya konmasi 6nem arz etmektedir. Bu calisma
dis hekimliginde kullanilacak materyallerin biyouyumlulugu konusunda ve yeni
iretilecek ideal malzemenin dis hekimlerinin kullanimina sunulmasi ic¢in referans

olacaktir.
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Bu c¢alismanin en 6nemli sinirlamasi; ¢alisma biitgesinin ve siiresinin kisitl
olmasi nedeniyle deneylerin 72. Saat, 1 hafta gibi daha uzun siireli maruziyette
hiicrelerin biyomateryallere kars1 davraniglarinin gézlemlenememesi olmustur. Hiicre
kiiltiirli prosediiriinde hiicrelerin enfekte olmasi, kisa siirede yeterli sayida hiicreye
ulagilamamas1 gibi olumsuzluklar testlere tekrardan baslanmasina neden olarak hem
malzeme hem zaman kaybina sebep olmustur. Primer hiicre kiiltiiriindeki hiicrelerin
cogaltilmasindaki zorluklar ve bu asamada hiicre kiiltiirlinde caligmanin teknik
hassassiyet gerektiren dogasi; deneylerin ilerleyen basamaklarindaki sitotoksisite
testleri sirasinda devamli olarak hiicre kaybina ve buna bagli olarak yeni hiicreler ile
testlerin tekrarlanmasina sebep olmustur. Bu gibi prosediirel zorluklar sitotoksik ve Real
Time PCR analizleri i¢in zamanmimizi kisitlamigtir. Ayrica elde edilen test sonuglarinin
tekrarlanarak dogrulanmasi gerekmekteydi. Ancak hem malzeme hem zaman

kisitlamasindan dolay1 sonuglarimizi dogrulayacak yeterli tekrar testleri yapilamamustir.

Apoptozis karmagik kompleks bir mekanizmadir. Hiicre c¢ogalmasi ve
apoptozisle ilgili ¢ok ¢esitli genlerin aktivasyonu ve inhibisyonu rol oynamaktadir. Bcl-
2 ve caspase-3 arasindaki iliski, Bcl-2'nin genellikle caspase-3 aktivitesini baskilayarak
apoptozisi inhibe ettigi diizenleyici bir denge ile karakterize edilir. Bununla birlikte,
spesifik hiicresel stres gibi bazi kosullar altinda, bu denge degiserek caspase-3'iin
aktivasyonuna ve apoptozisin tesvik edilmesine yol acabilir. Bu dinamik etkilesim,
apoptozis mekanizmalarin1 anlamak ve diizensiz hiicre 6liimiinii iceren hastaliklar igin
terapotik stratejiler gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir. Ayrica apoptozisin regiilasyonu Bcl-
2/Bax gen ailesi ile saglanir (121). Ornegin, Bcl 2°nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-
2’nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamimn siirdiirmesini saglarken, Bax’in
daha fazla olmas1 durumunda hiicre 6liime gitmektedir (121). Apoptozisi aktive eden ve
inhibe eden ¢ok sayida cesitli genler de bu mekanizmada rol oynadig igin Bel-2/Bax

oraninin da belirlenmesi gerekmektedir.

Bu ¢aligsmada kullanilan biyomateryaller {izerinde apoptozis-nekroz tayini ve
gen ekspresyonunun degerlendirildigi herhangi bir calismaya literatiirde rastlanilmamis
olup sonuglarimizin daha net degerlendirilebilmesi i¢in daha fazla in vitro ve in vivo

calismaya ihtiyag vardir.

91



6. SONUC VE ONERILER

Endodontik tedavi prosediirlerinde kullanilan biyoseramik igerikli kok kanal tamir
materyallerinin hiicre kiiltiirii yontemiyle insan periodontal ligament fibroblast hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkilerinin MTT ve Real Time PCR testi kullanilarak kiyaslandig:

caligmamizda su sonuglar elde edilmistir:

1. MTT sitotoksisite testinde; tim biyomateryal gruplarinda direkt temasta indirekt temasa
gore daha az hiicre canlilik aktivitesi saptanmistir.

2. MTT sitotoksisite testi sonuglarina gore direkt temasta; kontrol grubuna gore daha yiiksek
hiicre canlilik aktivitesi gosteren tek grup NeoMTA® 2°dir. Direkt temasta en az hiicre
canllik aktivitesinin, MTAFlow™ White grubunda oldugu belirlenmistir. indirekt temasta

3. Caligmada Real Time PCR sonuglarimiza gore anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonu
indirekt temasta 48. Saatte en yiiksek MTAFlow™ White grubunda bulunmustur. indirekt
temas 24. Saatte ise en yiiksek Biodentine™ grubunda saptanmustir.

4. Apoptotik caspase-3 gen ekspresyonunda direkt temas 24. saatte en diisiik grup
NeoPUTTY® olmustur. Direkt temas 48. Saatte ise en diisiik caspase-3 gen ekspresyonu
NeoMTA® 2 grubunda gozlenmistir. (sadece biodentine grubunda yiiksek g¢ikti
digerlerinde ise kontrolle karsilagtirildiginda diisiik ¢ikti

5. Hem MTT sitotoksisite testinde hem Real Time PCR apoptozis gen ekspresyonlari
sonuglarimiza bakildiginda MTAFlow™ White’m indirekt uygulamalarda daha iyi sonucu
verdigini diisiinmekteyiz.

6. NeoMTA® 2 daha az hiicre oliimiine ve apoptozise neden olmustur. Calismada
kullandigimiz diger materyallere gore biyouyumluluk agisindan en iyi sonucu vermistir.

7. Caligmamizin sonuglarina gore tiim biyomateryallerin sitotoksik o6zelliklerinin kabul
edilebilir seviyede ve biyouyumlu oldugu sonucuna varilmistir. MTT sitotoksisite
sonuclarina gore hiicre canlilig1 azalan gruplarda apoptozis-nekroz ayrimi yapilmasi icin

daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Toplant: Saati

221-Dr. Ofr. Uyesi Ozgiir DOGAN'in sorumlulugunda yiiriitiilecek olan “Biyoseramik igerikli K6k Kanal Tamir
Materyallerinin Periodontal Ligament Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Karsilagtirilmasi” konulu
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar igin bagvuru dosyasi incelendi. Arastirma protokoliine uyularak,
Saglik Bakanlig'min 13.04.2013 tarih 28617 sayili Klinik Aragtirmalar Hakkindaki Yénetmeligi ve

yayimlanan

kilavuzlarinda belirtilen hususlar dikkate alinarak, sorumluluk arastirmacilara ait olmak

Uzere aragtirmanin yapiimasinda etik sakinca olmadigina toplantiya katilan iyelerin oy birligi ile karar

verildi.
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EK-2 BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMA AMACLL CALISMA ICIN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Savin Katilime,

Bu arastima, Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi Dby Hekimligh Fakiiliesi
Cocuk Dig Hekimligi Ana Bilim Daly wemanlik Ofrencisi Meliksah URAL ' wemanhik texi
kapsamunda Dr. Ogretim Oyesi Ozgiir DOGAN damgmanbginda yiriilecek olan bilimsel hir
calismadhr. Bu arastirmada ver almays kabul etmeden Gnee, aragtimmanin ne amagla yapiimak
istendigini anlamamz ve karannis bu bilgilendime gergevesinde fegiirce  vermeniz

gerekmekiedir.

Asafudoki bilgilen lfen dikkatlice okuyuwnuz, sorulanmz olursa sommis vo agak

vanitlar isteyiniz.

Bu wrmanlik tez gahigmasinda, yeni ve gneel kanal wamir materyallerinin Periodontal
Ligament kik hilcreleri izerinde; canhlk deferlerinin analiz edildigi,” sitotoksisite ve

bivouvumibuluklanmn karsilagtinimas: amaglanmigtr,

Bu ¢aligmada, periodontal kitk hilere kaynags olarak 1. Kilgik az digleri kullamlacakur.
Afyonkarahisar Saghk Bilimleri Universitesi Dig Hekimligh Fokaliesi'ne digiidiglerinin gekimi
igin hasvuran hastalann gonillaligl esas ahmarak gekilen digler toplanacak ve bu galigmada
kullantlacakur. Bu qalisma kapsaminda, toplanan digler uygun saklama kogullaninda saklanorak
kivk hilcre kaynagi olarak kullanilacakr, Bu aragtirma igin génali olan hastalardan 1. Kogik

a1 digleri haricinde herhangi bir veri isteginde bulunulmayacakus.

Arastirmaya dahil olan gindlitlerin, gekilmis digleri kullanilacagindan giiniilla igin
herhangi bir risk siz konusa degildir, auk materyal olarak gegmekiedir. Gonilller, arsgirmaya
kaulmay! kabul etmemelert va da aragtirmadan aynimalan durumunda herhangi bir olumsuz
sonugla kargs kargsva kalmayacaklarder. “Bu arastmada yer almak t0miyle sizin isteginize
baghdir. Aragtomada ver almay reddedebilirsiniz ya do bagladiktan  sonrs vanida
barakabilirsiniz. Bu arastirmanin sonuglan bilimsel amaglarla kullamlacaktir. Sizden elde edilen
tam bilgiler gizli tutulacak. amstrma yaysnlandifinda da varsa kimlik bilgilerinizin gizliligi

kormascakur.”

[] *Yukanda yer alan ve sragtimaya baglanmadan dnce gondllilere verllmesi gereken
bilgileri igeren metni okudum ve szl ofarak dinledim. Eksik kaldim ditgiindtgiim konularda

sorularmi arastirmacilara sordum ve doyuracu yanitlar aldim.”

syall ve 0210 olork tarafima sunulan lim spklamalan aynnblanyla anfedigum
kamsindayim, Colismaya katilmayi isteyip istemedigim konusunda karar vermem igin veterinee

warman tanindi,”

‘Bu kosullar altinda, aragtirma kapsarunda clde edilen gahsima it qekilmis
diginidiglerin bilimsel amaglarla kollambmasime, gizlilik komllanma uyulmak kaydiyla
sunulmasing ve (zerinde galiplamk sonsglann yayinlanmasin, highir bask) ve sorlama altinda

kadmaksrem, kendi Gzgir irndemle kabul ettigimi beyvan ederim,

Gan0lli (Hosta Velis) Araglinmac

limcea Imiza
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