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TESEKKUR

Uzmanlik egitim siirecim boyunca her zaman destegini hissettigim, bilgi ve
tecriibeleriyle bana yol gosteren, en stresli anlarimda bile sakin kalmami saglayarak
¢Oziim odakl1 bir yaklasim benimsememe yardimci olan degerli danisman hocama sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayrica, bilgi ve tecriibelerinden yararlanmami saglayarak akademik gelisimime
katkida bulunan ve igten yaklagimlariyla bana destek olan pedodonti anabilim dalindaki
degerli hocalarima tesekkiir ederim.

Egitim siirecimizi beraber tamamladigimiz, bu siirecte karsilastigimiz zorluklari
asarken birbirimize destek oldugumuz es kidemlilerime yanimda olduklar i¢in tesekkiir
ederim. Ayni zamanda calismaktan keyif duydugum diger asistan arkadaslarima ve
pedodonti aileme tesekkiir ediyorum.

Bugiinlere gelmemi saglayan, beni sadece sevgiyle degil, ayn1 zamanda 6zveriyle,
sabirla ve her zaman yanimda olarak yetistiren, desteklerini her an hissedebildigim,
emeklerini asla 6deyemeyecegim basta canim annem olmak iizere, sevgili anneanneme,
teyzelerime, canim aileme ve hayatimda her zaman 6zel bir yeri olan kiz kardesime

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI

ul: Mikrolitre

um: Mikrometre

ANOVA: Analysis Of Variance(Varyans Analizi)
Ca(OH)2: Kalsiyum hidroksit

DMEM: Dulbecco’nun modifiye Eagle esansiyel vasati
FBS: Fetal s1gir serumu

ISO: Uluslararas1 Standardizasyon Birligi

Mm: milimetre

MTA: Mineral trioksit aggregate

MTT :(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir)
PBS: Fosfat tampon soliisyonu

pH: Asit-Baz degeri

ZnOE: Cinko oksit ojenol

SDPKH: Siit Disi Pulpa Kok Hiicresi

DPKH: Dental Pulpa Kok Hiicresi

LSDO: Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Onarimi1
ASA: Amerikan Anestezistler Dernegi

RET: Rejeneratif Endodontik Tedavi

GDI: Genetik Hasar Indeksi

M: Molar

mM: Milimolar

AEE: Amerikan Endodonti Birligi

AAPD: Amerikan Pedodonti Akademisi

NIH 3T3: Sican Fibroblasti

CEM: Kalsiyumla Zenginlestirilmis Siman

L.929: Sican Fibroblast1
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OZET

COCUKLARDA PULPAL TEDAVILERDE KULLANILAN
MATERYALLERIN SUT DiSI PULPA KOK HUCRELERINE ETKIiSi

Amag: Bu calismanin amaci; ¢ocuklarda vital pulpa tedavilerinde uygulanan
MTA (Angelus, Brezilya), Biodentin (Septodent, Fransa), Bio-c Repair (Angelus,
Brezilya), Neoliner LC (Nusmile, ABD), Theracal PT (Bisco, ABD) gibi biyoaktif
materyallerin ve lezyon sterilizasyonu ve doku onariminda (LSDO) ve rejeneratif
endodontik tedavide kullanilan antibiyotik patlarmin siit disi pulpa kok hiicreleri
(SDPKH) iizerindeki sitotoksik, genotoksik ve hiicre gocli iizerindeki etkisini
incelemektir.

Materyal-Metod: Materyallerin siit disi pulpa kok hiicresi (SDPKH) hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemek igin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) testi, genotoksik etkilerini incelemek i¢in Comet (tek hiicre
jel elektroforezi) testi ve hiicre gocii lizerindeki etkilerini incelemek i¢cin Wound Healing
yara ¢izik deneyi uygulandi. MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre plakalarinin igine {iretici
talimatlarina gore hazirlanan test materyalleri iizerine hiicre kiiltiirii medyasi ilave edildi.
Elde edilen ekstratlar1 uygun diliisyonlarda (%1, %5, %10) hazirlanarak sitototoksisite
deneyi i¢cin SDPKH hiicreleri iizerine eklendi. Comet testi igin ise test materyallerine
maruz birakilan hiicreler agar ile kaplanmis lamlara yayildi ve lising ¢ozeltisinde
bekletildi. Daha sonra elektroforez tankinda 25 voltta 20 dk. siireyle uygulandi. Lamlar
daha sonra floresan mikroskobunda genotoksisite acisindan degerlendirildi. Yara ¢izik
deneyi igin hiicreler ilk olarak, her kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekildi ve ¢ogalmalari1 beklendi. Hiicreler %100 yogunluga ulastiktan sonra her
kuyuda hiicresiz bir alan olusturuldu ve test gruplart muamele edildi. 0. ve 24. saatlerde
gorlintii alinarak hiicre migrasyonu saptandi. Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS
programi kullanildi.

Bulgular: MTT testi sonuglarina gore %1 Biodentin kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir hiicre canlilig1 artis1 gdstermistir (p<o.ol). Diger materyaller
kontrole benzer hiicre canlilig1 sergilemistir. %5°lik diliisyonlarda; Theracal PT (p=0.01),
NeoLiner LC’de (p=0.02) ve Bio C Repair’de (p=0.04) kontrol grubuna gore anlamli
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derecede yiiksek hiicre canliligi goriilmistiir. %10’luk diliisyonlarda; Theracal PT
(p=0.002) ve NeoLiner LC’de (p=0.024) kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
hiicre canlilig1 géstermis, diger materyaller ile kontrol grubu arasinda hiicre canliligindaki
artista anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0.05).

Antibiyotik patlariin MTT testi sonucunda; %35’lik diliisyonlar1 arasinda 3’li
antibiyotik pat1 hiicresel canlilikta kontrole gére anlamli bir diislis gdstermistir (p=0.001).
Antibiyotik patlarinin %10’luk diliisyonlar1 arasinda 2’11 patta hiicre canliliginda kontrole
gore bir diisiis goriilse de bu istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamistir (p>0.05).
3’li patta goriilen hiicre canliligindaki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.001).

Comet testi sonuclarina gore MTA’da genotoksisite kontrol grubuyla benzer
sonuclar vermistir. Biodentin ve NeoLiner LC de birbiriyle benzer sonuglar vermistir;
ancak hasar orani kontrole gore yiiksek sonu¢ vermistir. En yiliksek hasar oran1 Bio C
Repair ve Theracal PT’de bulunmustur (p<0.001). Yara ¢izik deneyi sonucunda tiim
materyaller kontrol grubundan daha yiiksek degerler vererek hiicre gdciinii uyardigi
diistindiirmektedir.

Sonuglar: MTT testi sonuglarina gore tiim biyoaktif materyallerinin SDPKH
hiicrelerinde proliferasyon artist gosterdigi sonucuna ulasildi. En ¢ok ¢ogalma %1
Biodentin diliisyonda goriilmiistiir. Antibiyotik patlarinin %1°lik konsantrasyonlar1 hari¢
tiim konsantrasyonlar1 %30’dan daha fazla hiicre 6liimiine sebep olarak sitotoksik etki
gostermistir. Comet testi sonuglarina gore biyoaktif materyallerden Bio C Repair’in ve
Theracal PT’nin genotoksik indeksi ve hasarli hiicre sayis1 diger materyallerden anlamhi
derecede fazla gozlenmistir. Yara ¢izik deneyi sonucunda tiim biyoaktif materyallerin
hiicre gd¢linli uyardig1r goriilmiistiir. Bu materyallerle ilgili gelecekte yapilacak daha

detayl1 calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif materyaller, Genotoksisite, Sitotoksisite, Siit disi

pulpa kok hiicresi (SDPKH).
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ABSTRACT

THE EFFECT OF MATERIALS USED IN PULPAL TREATMENTS IN
CHILDREN ON DECIDUOUS PULP STEM CELLS

Objective: The aim of this study is to examine the cytotoxic, genotoxic, and cell
migration effects of bioactive materials used in vital pulp treatments in children, such as
MTA (Angelus, Brazil), Biodentine (Septodent, France), Bio-C Repair (Angelus, Brazil),
Neoliner LC (Nusmile, USA), Theracal PT (Bisco, USA), and antibiotic pastes used in
lesion sterilization and tissue repair (LSTR) and regenerative endodontic treatment on
stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED).

Materials and Methods: The MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay was used to assess the cytotoxic effects of the
materials on SHED cells, the Comet assay (single-cell gel electrophoresis) was performed
to evaluate genotoxicity, and the Wound Healing scratch assay was applied to examine
the effects on cell migration. For the MTT assay, test materials prepared according to the
manufacturers' instructions were added to 96-well cell culture plates. The resulting
extracts were diluted appropriately (1%, 5%, 10%) and applied to SHED cells for
cytotoxicity testing. For the Comet assay, cells exposed to test materials were spread onto
slides coated with agar and incubated in lysis solution. Electrophoresis was performed at
25 volts for 20 minutes. Slides were then analyzed under a fluorescent microscope for
genotoxicity. For the Wound Healing assay, 3x1075 cells per well were seeded into 6-
well plates and allowed to grow. Once cells reached 100% confluence, a cell-free area
was created in each well, and test groups were treated. Images were captured at 0 and 24
hours to evaluate cell migration. Statistical analysis was performed using the SPSS
software.

Results: According to the MTT test results, 1% Biodentine showed a statistically
significant increase in cell viability compared to the control group (p<0.01). Other
materials demonstrated similar cell viability to the control. At 5% dilutions, significantly
higher cell viability compared to the control was observed with Theracal PT (p=0.01),
NeoLiner LC (p=0.02), and Bio-C Repair (p=0.04). At 10% dilutions, Theracal PT
(p=0.002) and NeoLiner LC (p=0.024) demonstrated significantly higher cell viability
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compared to the control group. There was no significant difference in cell viability
between the control group and the other materials (p>0.05).

In the MTT test for antibiotic pastes, the 5% dilution of triple antibiotic paste
showed a significant reduction in cell viability compared to the control (p=0.001). In the
10% dilutions, a reduction in cell viability was observed in the double antibiotic paste
compared to the control, but this was not statistically significant (p>0.05). The reduction
in cell viability for the triple antibiotic paste was statistically significant (p=0.001).

According to the Comet test results, MTA showed genotoxicity similar to the
control group. Biodentine and NeoLiner LC showed similar results to each other but had
higher damage rates compared to the control. The highest damage rates were observed
with Bio-C Repair and Theracal PT (p<0.001). The Wound Healing assay indicated that
all materials promoted cell migration, as evidenced by higher values compared to the
control group.

Conclusion: According to the MTT assay results, all bioactive materials
promoted an increase in SHED cell proliferation. The highest proliferation was observed
with 1% Biodentine. All concentrations of antibiotic pastes, except the 1% concentration,
caused over 30% cell death, indicating cytotoxic effects. According to the Comet test
results, Bio-C Repair and Theracal PT had significantly higher genotoxic indices and
damaged cell counts compared to the other materials (p<0.05). More detailed studies are
needed on these materials in the future. The Wound Healing assay indicated that all

bioactive materials promoted cell migration.

Keywords: Bioactive materials, Genotoxicity, Cytotoxicity, Stem cells from

human exfoliated deciduous teeth (SHED).
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1. GIRIS

Cocuklarda goriilen dis ¢iiriikleri agr1 ve enfeksiyon nedeniyle yasam kalitesini
diisiirmekte, sosyal ve psikolojik gelisimi de olumsuz etkilemektedir [1]. Zamaninda
midahale edilmeyen ciiriikler ve travmatik dental yaralanmalar pulpa harabiyetine neden
olabilmektedir ~ [2]. Bu gibi durumlarda pulpanin etkilenimine  gore
(irreversible/reversible) ¢esitli tedavi segenekleri uygulanmaktadir. Bunlar arasinda
kuafaj, amputasyon gibi vital pulpa tedaviler, rejeneratif endodontik tedavi, lezyon
sterilizasyonu ve doku onarimi (LSDO) gibi ileri tedavi secenekleri de yer almaktadir.
Vital tedavilerde secilen materyal kalan pulpanin korumasi veya orda rejeneratif bir etki
gostermesi i¢in bazi Ozelliklere sahip olmalidir. Bu materyal sitotoksik olmamali,
hiicrelerde iyilesmeyi saglamali, sert doku olusumunu indiiklemeli ve hiicre gogiinii
uyarmalidir.

Glinimiizde malzeme  biliminin ilerlemesiyle oOnceki  materyallerin
dezavantajlarin1 elimine edecek yeni materyaller iretilmektedir. Biyoseramikler
biyoaktif, biyoinert ve radyoopak malzemelerdir. Biyoinert malzemeler konak¢idan yanit
almaz ve zarar vermez [3]. Biyoaktif ozelligiyle de sert doku olusumu uyararak
iyilesmeyi saglarlar. Bu tez calismasinda MTA Angelus ve Biodentine (Septodent) ile
karsilastirildiginda yeni iretilen resin igerikli biyoaktif materyaller olan NeoLiner LC
(NuSmile), Theracal PT (Bisco) ve Bio C Repair (Angelus)’in siit disi kok hiicreleri
lizerine genotoksik, sitotoksik etkilerini ve hiicre gocii, ayrica LSDO’da kullanilan ikili

ve li¢lii antibiyotik patinin da sitotoksisitesin incelenmesi amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Dis Ciiriigii

Dis ciiriigii, mikrobiyolojik degisikliklerle baslayan ve tiikiiriik akis1 ve bilesimi,
koruyucu aligkanliklar (dis firgalama, dis ipi kullanimi vb.), seker tiikketimi ve floriir
maruziyeti gibi birgok faktdrden etkilenen ¢ok yonlii bir siirectir. Bu durum, dis
dokusunda harabiyete neden olan lokal doku kaybi ile baslar ve bulasici bir nitelige

sahiptir [4].

2.1.1. Dis Ciiriigiinde Rol Oynayan Etmenler

Dis ¢iirtigiliniin gelisiminde dort ana faktdr bulunmaktadir. Bunlar; ¢iirtige yatkin
dis, karyojenik gidalar, plak ve zamandir. Bunun yani sira, dislerin morfolojisi, bagisiklik
sistemi, genetik Ozellikler, ¢evresel ve davranissal etkenler, sosyoekonomik durum,
egitim diizeyi, floriir kullanimi gibi pek ¢ok faktor de bu siirecte etkili rol oynar [5], [6],
[7].

Di$ HEKIMINE GITME SIKLIGI

MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLER
EGITIM

FLORUR

DIS FiSSUR ORTUCO

piver  GURUK zAmaN

GELIR DUZEYI

INNYNA AINONOXIOASOS

PLAK PH'I BiYOFILM

ANTIBAKTERIYEL AJANLAR

DAVRANIS,ARA OGUNLER

Sekil 1. Dis ¢iiriigiinde rol oynayan etkenler



Dis ¢iirtiglinlin gelisiminde Streptokoklar, Laktobasiller ve Aktinomigesler gibi
bakterilerin rolii olduk¢a ©Onemlidir. Bu bakteriler arasinda, yiliksek miktarda asit
iiretebilme, dis yiizeyine tutunabilme, diisiik pH seviyelerinde hayatta kalabilme ve
metabolik aktivitelerini siirdiirebilme 6zelliklerine sahip olan Streptococcus mutans, en
yiiksek karyojenik potansiyele sahip bakteri olarak bilinmektedir [8], [9].

Karyojenik bakteriler karbonhidratlar1 fermente ederek organik asitlerin
olusmasina neden olurlar. Bu nedenle karbonhidratlar ¢iiriik gelisiminde 6nemli bir rol
oynar. Monosakkaritler, disakkaritler, glikoz polimerleri, baz1 oligosakkaritler ve rafine
edilmis nisasta gibi polisakkaritler, fermente edilebilir karbonhidratlardir. Alinan
karbonhidratlarin tiirii ve miktari, agizda kalma siireleri, yapisal ozellikleri ve tiikiiriik
akis hizin1 uyarma 6zellikleri ¢iirlik olusturma potansiyellerini belirler [10].

Plak bakterilerinin karbonhidratlar1 metabolize etmesi sonucu olusan organik
asitler, ortamin pH seviyesinin diismesine neden olur. Asit ataklarina belirli bir siire
maruz kalan minenin inorganik yapisinda meydana gelen ¢o6ziilmeler, demineralizasyon
stirecini baslatir [11].Tikiirtiglin akis hizi, viskozitesi, bilesimi ve tamponlama kapasitesi,
bireyin agiz hijyeni aliskanliklariyla birlikte, bu siirecin durdurulmasi ve geri
dondiiriilebilmesi (remineralizasyon) i¢in hayati bir rol oynar [9]. Hayat boyu siiren bu
denge, demineralizasyon lehine bozuldugunda, ¢iiriik lezyonunun baslamasina yol agar
[11].

Mine dokusundaki inorganik igerigin ¢oziinmeye basladigi kritik pH degerinin
yaklasik 5,5 oldugu belirlenmistir. Plak pH'1 bu seviyenin altina diistiigiinde, mine asit
ataklarina maruz kalir. Minenin dis ylizeyi, daha derin tabakalara gore asit ataklarina daha
direngli oldugundan, demineralizasyon en cok yiizeyin 10-15 pum altindaki bolgede
gerceklesir. Bu siirecin ilerlemesiyle birlikte, yiizey alt1 tabakada clirtiglin klinik olarak
gozlemlenebilen ilk belirtisi olan baslangi¢ mine lezyonu meydana gelir. Bu olusum,
"beyaz nokta lezyonu" olarak adlandirilir. Demineralizasyon siireci durdurulamaz veya
geri dondiiriilemezse, yiizey alt1 lezyonu genislemeye devam eder. Minenin incelen dis
ylizeyinde ¢okmenin meydana gelmesiyle birlikte kavitasyon olusumu gerceklesir[9].

Mine lizerinde beyaz nokta lezyonu olarak baslayan doku yikimi durdurulmazsa,
minede belirgin yapisal bozulmalara yol acarak dentin-pulpa kompleksine ulasir. Bu

siireg, pulpa ve periapikal dokularin enflamasyonu ile devam eder [12].



Mevcut ¢iiriik lezyonlari, diisiik tiikiiriik akis hizi, dislerde belirgin plak olusumu,
sosyodemografik faktorler, sik seker tiiketimi ve karyojenik mikroflora, ¢iirtik riskinin en
yaygin belirteglerindendir. Ciiriik riskine karsi koruyucu faktorler ise agiz hijyeni
aliskanliklari, diizenli dis hekimi kontrolleri ve uygun floriir kullanimi olarak siralanabilir
[13].

Farkli parametrelerin birlikte degerlendirilmesine olanak taniyan ve bireylerin
gelecekteki dig ciirtiklerine karsi duyarliligini 6lgen araglara ciiriik riski degerlendirme
araci denir. Giliniimilize kadar cesitli risk degerlendirme araglar1 gelistirilmis olsada,
mevcut ¢liriik durumu, gelecekte olusabilecek lezyonlar i¢in en iyi belirte¢ olarak kabul
edilmektedir [14]. Bunun nedeni, mevcut c¢iiriik durumunun, ciiriik risk tahmininde
kullanilan diger tiim etiyolojik faktorlerin etkilesiminin bir sonucu olmasidir. Ciiriikle
iligkili aliskanliklar ve durumlar degismedigi siirece, ¢iiriik aktivitesi de ayni seviyede

devam edecektir [15].

2.1.2. Dis Ciiriigiiniin Siniflamasi

2.1.2.1. Mine Ciiriigii

Mineden mineral ¢oziinmesi i¢in ortamin pH'inin genel olarak kritik deger olarak
kabul edilen yaklasik 5,5 olmasi gerekmektedir. Ortamdaki pH bu kritik degerden diisiik
oldugunda, diste bulunan kalsiyum ve fosfat gibi mineraller, tamponlama saglamak
amaciyla plak icine dogru hareket ederler. Eger bu dongii demineralizasyon lehine
bozulursa, cliriik olusumu meydana gelir [16]. Mine c¢iiriigii erken asamalarda, disin
renginden dolay1r saydamligini kaybetmis ve belirgin bir opak beyaz lezyon olarak
goriintir. Mine kristallerinin ¢6ziinmesi, minede gézeneklerin olusmasi ve yiizey altinda
demineralizasyon ile baslar; gdzenekli mine, saglam mineye gore 15181 daha fazla
yansittig1 i¢in mine opak bir goriiniim alir [17].

Mine cliriigii dis ylizeyinden pulpaya dogru 4 tabakadan olusmaktadir:

1) Yiizeyel Tabaka
2) Lezyon Govdesi
3) Karanlik Tabaka
4) Saydam Tabaka



2.1.2.2. Dentin Ciiriigii

Minede baslayan c¢iiriigiin alttaki derin katmanlara ilerlemesi mine yiizeyindeki
mikro ¢evreye baglhidir. Karyojenik kosullar devam ederse ¢iiriik mine-dentin siniria ve
dentine ulasir. Dentinin yapist mineden farkli oldugu i¢in ¢iiriiglin seyri daha farkli ve
karmagiktir [18]. Ciriigiin dentinde ilerlemesi sonucu Once organik asitler dentini
demineralize eder sonra dentindeki organik materyal 6zellikle kollajenin yapis1 bozulur
daha sonra da bakterilerin dokuya invaze olmasiyla dentin dokusu yikilir [19]. Organik
yapinin yikiminda dentin ve tlikiiriik kaynakli matriks metallo-proteinazlar ve bakterilerin
proteolitik enzimleri etkilidir [20]. Ciirlik dentinde daha hizli ilerler ¢iinkii inorganik
yapist mineden azdir ve dentin kanallarinin varligi mikroorganizmalarin ilerlemesini
kolaylastirir. Ciiriigiin dentin icinde yayilmasi dentin tiibiillerinin yoniinii takip
etmektedir[18]

Dentin clirtigii histolojik olarak incelendiginde, dis yiizeyden pulpaya dogru
sirastyla enfekte dentin, bulanik dentin, saydam dentin, substransparan dentin ve normal
dentin olmak iizere bes tabakadan olusur.

Enfekte Dentin

En dis katman, bakteriler tarafindan invaze edilmis dentin tabakasidir ve kollajen
yapisi ile mineral igcermez. Dentin yapisi tamamen bozulmustur. Bakteri ve bakteriyel
trlinlerin biiyiik bir kismi, ylizeyde yumusamis ve mantarlasmis enfekte dentin
tabakasinda bulunur. Bu tabakanin remineralize olmas1 miimkiin degildir ve restorasyon
oncesinde bu tabakanin temizlenmesi gerektigi belirtilmektedir [21].

Bulanik Dentin

Bu tabakada bakteriler dentin tiibiillerine girerek tiibiilleri doldurmustur.
Tiibiillerde mineral miktar1 ¢ok diisiiktiir. Remineralizasyon igin gerekli olan kollajen de
bozuldugundan, bu bolgede dentin kendini onaramaz. Bu nedenle, bulanik dentinin
restorasyon Oncesinde temizlenmesi tavsiye edilmektedir [21].

Saydam Dentin (Transparant Dentin)

Normal dentin tabakasina kiyasla daha diislik sertlikte olan bu tabakada,
intertiibiiler dentinde biiyiik 6l¢iide mineral kayb1 goriilmektedir ve dentin tiibiillerinin
liimenlerinde biiyiik hacimli kristallere rastlanmaktadir. Bu bélgenin uyarilmasi agriya
neden olabilir. Ancak, bu tabakada kollajen c¢apraz baglart bozulmamis olup,

remineralizasyon kapasitesine sahiptir [22].



Yar1 Saydam (Subtransparant) Dentin

Normal dentin tabakasinin {izerinde bulunan bu tabakada demineralizasyon
gozlemlenmektedir. Dentin tilibiillerinin limenlerinde kiigiik boyutlu kristaller
bulunmaktadir. Bu tabaka da remineralize olabilmektedir [22].

Normal Dentin Tabakasi

Ciirtik dentinin en derin kisminda bulunan bu tabakada, dentin tiibiillerinin yapisi
ve kollajen ¢apraz baglarinin yapist bozulmamistir. Normal dentin tabakasinda apatit
kristallerinin yogunlugu degismemistir [22].

Dentin ¢iiriigli, klinik olarak enfekte ve etkilenmis dentin olmak iizere iki
tabakadan olugsmaktadir [23]. Saydam ve yarisaydam dentin tabakalari etkilenmis dentini,
enfekte ve bulanik dentin tabakalari ise enfekte dentini olusmaktadir [22]. Enfekte ve

etkilenmis dentin tabakalar1 arasindaki farklar Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Enfekte dentin / Etkilenmis dentin
ENFEKTE DENTIN ETKILENMIS DENTIN

Dentin c¢lirtigii dis tabakasidir. Dentin ¢iiriigii i¢ tabakasidir.

Yumusak, a¢ik kahverengi, sar1 _ _
w Daha serttir ve koyu renktir.
renklidir.

. Kollajen ¢apraz baglar1 kismen degisiklige
Kollajen denatiire olmustur.
ugramistir.

Remineralize olamaz. Remineralize olabilir.

2.2. Cocuklarda Uygulanan Pulpal Tedaviler

Ciirtik ilerledikce pulpal etkilenim gergeklesmektedir. Bunun sonucunda pulpal
etkilenimin tipine gore cesitli pulpal tedaviler uygulanmaktadir. Uygulanacak tedavi
pulpanin durumuna (irreversible/reversible), disin kok gelisim durumuna, periodontal

duruma gore degerlendirilir.

2.2.1. Vital Pulpa Tedavileri
Pulpa dokusu, stirekli olarak mikrobiyal, kimyasal ve fiziksel etkilere maruz kalir.

Farkli tiirde yaralanmalar sonucunda, pulpa hiicreleri, yara iyilesme silirecinde cesitli



dentin matriks proteinleri tiretir ve odontoblast hiicrelerine doniiserek onarim
kapasitesine sahip olur [24].

Eger disteki pulpal etkilenim geri doniisimlii (reversible) ise vital pulpa
tedavilerini dncelikli olarak tercih ediyoruz.

Tersiyer dentinin kalitesi, pulpanin canliligini korunmas: agisindan kritik bir
oneme sahiptir. Hafif yaralanmalarda meydana gelen ve primer dentin matrisi ile temas
eden diizenli tubuler yapiya sahip reaksiyonel dentin, primer dentinin olusumunda rol
oynayan odontoblastlar tarafindan iiretilir. Ote yandan, dislerde meydana gelen siddetli
yaralanmalarda olusan tamir dentini, pulpa kokenli odontoblast benzeri hiicreler
tarafindan salgilanir [25]. Tamir dentin matriksi, diizenli tubuler bir yap1
sergilemediginden, primer dentinin kismi gegirgenlik 6zelligini silirdliiremez. Dentin

gecirgenligi, pulpanin verecegi yanit1 onemli dl¢ilide etkiler [26].

2.2.1.1. Kuafaj

Vital pulpa tedavileri, farkli yontemleri kapsamaktadir; bunlar direkt pulpa
kaplamasi, indirekt pulpa kaplamasi ve pulpotomidir (Endodontology 2006). Direkt pulpa
kaplamasi, pulpanin travmatik yaralanmayla veya iyatrojenik nedenlerle ekspoz oldugu
durumlarda gergeklestirilir [27]. Direkt pulpa kaplamasi sirasinda, ekspoz olan bolgeye
bir medikament yerlestirilir, bdylece pulpa 1yilesmesinin uyarilmasi ve reperatif dentin
liretiminin stimiilasyonu amaclanir. Yapilan bu tedavinin basarili olmasi daha ileri bir
tedaviye (0rnegin kok kanal tedavisi) olan ihtiyaci ortadan kaldiracaktir [28].

Indirekt pulpa kaplamasi, pulpa ekspozunu engellemek amaciyla pulpay: agiga
cikarabilecek cliriik dentinin korunarak, iizerine biyouyumlu bir materyal
yerlestirilmesiyle yapilan bir islem olarak tanimlanir [29]. Pulpa ekspozunu 6nlemek
amaciyla c¢lirik dentinin en derin tabakasinin korunmasi, iglem sonrasinda pulpa
semptomlarinin  gelisme riskini ciddi o6l¢lide distiriir. Ayrica, kalan dentinin
remineralizasyonu sayesinde olumlu klinik sonuglar elde edildigi bildirilmistir [30].

Kuafaj siit dislerinde basar1 oranmi diisiik oldugu icin pek tercih edilen bir tedavi

yaklasimi olmamaktadir. Bunun yerine daha ¢ok amputasyon tercih edilmektedir.



2.2.1.2. Pulpotomi

Parsiyel Pulpotomi

Parsiyel pulpotomi, koronal pulpanin bir kisminin ¢ikarilarak saglikli koronal ve
radikiiler pulpa dokusunun korunmasi amaciyla yapilan bir islem olarak tanimlanir [31].
Inflamasyonun meydana geldigi ve geri doniisiimsiiz sekilde hasar gormiis pulpa
dokusunu temizlemek icin, inflamasyona maruz kalan alanin yaklagik 2 ile 3 mm
derinliginden pulpa alinir ve kalan saglikli pulpa dokusu korunur [32]. Parsiyel pulpotomi
genellikle yiliksek hizli aeratdr ve elmas frez ile ve siirekli su sofutmasi altinda

gerceklestirilir [33].

Total Pulpotomi

Total pulpotomi, radikiiler pulpa dokusunun canliligini korumak amaciyla koronal
pulpanin tamamen ¢ikarilmasi seklinde uygulanan bir tedavi yontemidir [31]. Koronal
pulpa tamamen alinip kanama kontrol saglandiktan sonra kanal agizlari bir tamir
materyali ile kapatilir. AAPD (American Academy of Pediatric Dentistry) yonergelerine
gore, genis cliriige sahip ama periapikal patoloji géstermeyen dislerde pulpotomi tedavisi
onerilmektedir [34]. Bununla birlikte, son donemdeki calismalar, irreversible pulpitis
teshisi konmus ve periapikal lezyonlar1 bulunan kalici diglerde kalsiyum silikat simanlar
kullanilarak yapilan pulpotomi uygulamalarinin radikiiler lezyonlarin iyilesmesini

sagladigin1 gostermistir [35].

2.2.1.3. Rejeneratif Endodontik Tedavi (RET)

Immatiir daimi dislerin gelisimi travma, ciiriikk, dens evaginatus gibi nedenlerle
durabilir[36] . Rejenerasyon devital immatiir disler icin etkili bir tedavi yontemidir. Bu
tedavi ile kok gelisiminin devami, kaybedilen dokularin yenilenmesi ve kok hiicre aracili
bliylimenin uyarilmasi amacglanmaktadir [37].

Amerikan Endodontistler Birligi'nin tanimina gore, rejeneratif endodonti, dentin
ve kok yapilariin yani sira pulpa-dentin kompleksindeki hiicreler dahil hasar gérmiis dis
yapilarinin fizyolojik olarak yeniden olusturulmasini amaglayan biyolojik tabanli
prosediirler olarak tanimlanmaktadir (2020). Giiniimiizde endodontik rejeneratif

prosediirler, esasen nekrotik ve olgunlasmamis kalic1 dislerin tedavisinde kok kanal



bosluklarini yenileyip kok gelisimini eski durumuna getirmek amaciyla uygulanmaktadir
[38].
Revitalizasyon, uygun secilmis vakalarda apeksifikasyona alternatif olabilecek

biyolojik temelli bir tedavidir [39]. Revitalizasyon prosediirlerinin kilit noktalari

sunlardir:
1. Dentin duvarlarinin ¢ok az enstriimantasyonu veya hi¢ yapilmamasi,
il. Irriganlar ile dezenfeksiyon,
1ii. Intrakanal medikamentin uygulanmast,
iv. Kanal i¢ine kanamanin saglanmasi ve bir kan pihtisi olusumu,
V. Hidrolik silikat siman ile kapatma ve

Vi. Etkili bir koronal kapatma [39].

RET kok kanalinin dezenfeksiyonunu ve sonrasinda MTA gibi biyoaktif bir
materyal ile uygulanan doku iskelesinin iizerinin kapatilmasini kapsar [40]. RET’in
basarist; apikal periodontitisin iyilesmesi, kok duvarlarinin uzamasi ve kalinlagmasina ek

olarak pulpa canlilik testlerine olumlu yanit alinmasi ile iligkilidir [41].

Rejeneratif Endodontik Tedavinin Uygulams:
AAE (Amerikan Endodonti Dernegi) 2021 yilinda RET hakkinda onerilerini

yaymlamistir. Dernegin RET i¢in endikasyonu bulunan durumlar su sekilde siralamistir:

—  Nekrotik pulpa ve acik apekse sahip immatiir disler

— Post kor benzeri restorasyona ihtiyact olmayan disler

— Uyumlu hasta ve ebeveyn

— Tedavide kullanilan ilag¢ ve antibiyotiklere kars1 alerjisi bulunmayan, fiziksel
durumu Amerikan Anestezistler Dernegi’ne (ASA) gore ASA1 ve ASA2 olan

hastalar

AAE, RET klinik uygulama prosediiriinii 2021 yilinda giincellemistir.



Birinci Seans

1. 1lk olarak lokal anestezi uygulanir ve rubber dam ile dis izole edilir. Daha
sonra giris kavitesi agilir.

2. 20 ml NaOCl kullanilarak, periapikal bolgeye irriganlarin ekstriizyon
olasiligii azaltan bir irrigasyon sistemiyle (kapali u¢lu ve yandan acgilan
enjektor veya EndoVac) bol ve nazik bir sekilde irrigasyon yapilir. NaOCl'nin
diisiik konsantrasyonlar1 (%1.5- %3, 20 ml / kanal, 5 dakika) tercih edilir.
Ardindan, apikal dokulardaki kok hiicrelere sitotoksisiteyi azaltmak igin
irrigasyon ignesi kok ucundan yaklasik 1 mm koronalda tutulacak sekilde
salin veya EDTA (20 mL/kanal, 5 dakika) ile irrige edilir.

3. Kanal, kagit kon yardimiyla kurulanir. Kalsiyum hidroksit veya diisiik
konsantrasyonda ii¢lii antibiyotik pati uygulanir. Uglii antibiyotik pat1
kullaniliyorsa:

o Pulpa odasmin renklenme riskini en aza indirmek i¢in bir dentin
bonding ajanla kaplanmasi diisiiniilmelidir ve

o 1:1:1 oraninda siprofloksasin, metronidazol ve minosiklin karistirilarak
1-5 mg/ml'lik bir konsantrasyon elde edilmelidir. Uglii antibiyotik pat,
dis renklenmesi 1ile iligkilidir. Minosiklin igermeyen ikili antibiyotikli
pat veya minosiklin yerine alternatif bir antibiyotik (Ornegin,
klindamisin; amoksisilin, sefaklor) kullanimi, kok kanal dezenfektani
olarak bagka bir secenektir. Klinisyenler, bu ¢alismalarin daha yiiksek
konsantrasyonlarda  {i¢lii  antibiyotikpati/ikili  antibiyotik  pat1
kullanilarak yapildigini bilmeli, ancak sinirli ¢aligmalar nedeniyle daha
yiiksek bir konsantrasyon onerisi yapilamamaktadir.

4. Medikament kanal igerisine uygulamr. UAP kullaniliyorsa, kron
renklenmesini azaltmak i¢in mine sement bilesiminin altinda kaldigindan
emin olunmalidir.

5. Kavite 3-4 mm Cavit, IRM, cam iyonomer siman veya baska bir gegici

materyal ile kapatilir. Hastaya 1-4 hafta sonraya randevu verilir.
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Tkinci Seans

[lk seans sonrast durum degerlendirilmelidir. Kalic1 enfeksiyon
belirtileri/semptomlar1 varsa, alternatif antimikrobiyal ile ek tedavi sliresi
diisiiniilmelidir.

Vazokonstriktorsiiz %3 mepivakainli anestezi yapilir, rubber dam izolasyonu
saglanir.

20 ml %17 EDTA ile bol, nazik irrigasyon yapilir.

Kagit konlarla kurulanir.

Taskin enstriimantasyon ile kanal sistemine kanama olusturulur.

Onceden kavisli bir K ege ile apikal foramenden 2 mm otede ddndiiriilerek

sementoenomel birlesime kadar tiim kanalin kanla doldurulmasi amaciyla indiiklenir.

Kan pihtist olusturmaya bir alternatif, trombositten zengin plazma (PRP), trombositten

zengin fibrin (PRF) veya otolog fibrin matrisinin (AFM) kullanilmasidir.

6. 3-4 mm restoratif materyale izin verecek diizeyde kanama durdurulur.

7. Gerekirse kan pihtisinin iizerine CollaPlug™, Collacote™, CollaTape™ gibi

rezorbe olabilen bir matriks uygulanabilir ve kaplama malzemesi olarak beyaz

MTA kullanilir.

8. 3-4 mm'lik bir cam iyonomer tabakasi kaplama materyalinin iizerine
yerlestirilir ve 40 s boyunca 1smlanir. MTA renk degisikligi ile
iligkilendirildigi i¢in estetik kaygist olan dislerde MTA'ya alternatifler
(biyoseramik veya trikalsiyum silikat simanlar) diisiiniilmelidir.

Takip

Klinik ve radyografik muayenede

Agr1, yamusak dokuda sislik veya fistiil bulunmamasi
Apikal radyoliisensinin ¢6ziilmesi (genellikle tedaviden 6-12 ay sonra

gbzlenmektedir)
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* Kok duvarlarinin genigliginin artmasi (bu genellikle kok uzunlugundaki
belirgin artistan dnce gozlenmekte ve genellikle tedaviden 12-24 ay sonra
ortaya ¢cikmaktadir).

* Kok uzunlugunun artmasi

*  Pulpa canlilik testine pozitif yanit degerlendirilir [42], [43].

2.2.2. Diger Pulpal Tedaviler

2.2.2.1. Kok Kanal Tedavisi

Pulpa ve dentin kompleksinin korunmasi, mine dokusu tarafindan saglanir. Ciiriik
ya da travma gibi dig faktorler, mine dokusunun siirekliligini bozabilir. Eger uygun tedavi
uygulanmazsa, derin cliriiklerdeki mikroorganizmalar dentin tiibiilleri {izerinden dis
pulpasini etkileyebilir.[44].

Pulpa patolojileri; geri doniisimlii ve geri donilistimsiiz pulpitis, iilseratif,

hiperplastik pulpitis ve nekroz seklinde siniflandirilmaktadir [45].
Kok kanal tedavisinin ana amaci, enfeksiyona neden olan bakteri ve onlarin {iriinleriyle
enfekte olmus pulpa dokusunu ortadan kaldirmaktir. Bu amagla, kok kanalinin
kemomekanik yontemle temizlenmesi, sekillendirilmesi ve ardindan kanalin tam olarak
doldurulmasi gereklidir. Tedavinin basariya ulasabilmesi i¢in her agamanin &zenle
gergeklestirilmesi zorunludur [46].

Lokal anestezi uygulandiktan sonra, yiiksek hizli el aleti ile giris kaviteleri
olusturulur. Giris kavitesi hazirlanirken, tiim ¢iirik ve kusurlu restorasyonlar
uzaklastirilmalidir. Giris kavitesi, kanallara dogrudan erigim saglamali ve tiim kanal
agizlar net bir sekilde belirlenmelidir [46], [47].

Kanal agizlar tespit edildikten sonra, pulpa tirnerf yardimiyla ¢ikarilir. Caligma
uzunlugunu belirlemeden 6nce, giris kavitesi pamuk peletlerle tamamen kurutulmalidir.
Calisma uzunlugu belirlendikten sonra, bu uzunluga uygun olarak kemomekanik
sekillendirme yapilir. Kok kanallarinin preparasyonu esnasinda, koklere mekanik sekil
verilirken, kanal i¢indeki nekrotik sert ve yumusak dokular uzaklastirilarak mekanik
temizlik gerceklestirilir [48].

Kok kanallarinin temizlenmesi ve sekillendirilmesi siirecinde yalnizca mekanik
enstriimantasyon yeterli degildir. Kanal egelerinin erisemedigi diizensiz alanlari

temizlemek amaciyla irrigasyon islemi uygulanir. Bu siireg, kanal igerisindeki vital ve

12



nekrotik pulpa kalintilarinin uzaklastirilmasina ve dezenfeksiyonun saglanmasina da
katkida bulunur. Kemomekanik asamanin ardindan, kok kanal sistemi anatomik sinirlar
icinde kok kanal dolgusu ile doldurulur. Kronun kalici restorasyonu tamamlandiginda,

endodontik tedavi prosediirleri de tamamlanmis olur [47], [49].

2.2.2.2 Apeksifikasyon

Apeksifikasyon tedavisinde, kok kanalindaki nekrotik pulpa dokusu ¢ikarildiktan
sonra kanal icine antimikrobiyal ajan yerlestirilerek, acik apeks bolgesinde dogal ya da
yapay bir bariyer olusumu hedeflenir. Apikal bariyerin saglanmasmin ardindan, kok
kanal1 {i¢ boyutlu olarak doldurulabilir [50]. Bu tiir dislerde, uzun siireli apeksifikasyon
teknigi (Ca(OH): ile) kullanilarak apikalde fizyolojik bir sert doku bariyerinin olusumu
desteklenebilir ya da tek seansta MTA ile apikal plug teknigi uygulanarak mekanik bir
apikal bariyer olusturulabilir [51].

Ca(OH): ile Apeksifikasyon

Apikal kapanmanin saglanmasinda Ca(OH):'nin kullanimina ilk kez Granath
tarafindan dikkat ¢ekilmistir [52]. Frank, 1966 yilinda geng daimi dislerin tedavisi igin
geleneksel apeksifikasyon yontemini tanimlamistir [53]. Apeksifikasyon tedavisinde en
sik kullanilan materyallerden biri olarak Ca(OH). 6ne c¢ikmaktadir [54]. Geleneksel
apeksifikasyon tekniginde, Ca(OH). yalnizca enfeksiyonun kontroliinii saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda kok gelisiminin devamini da destekler [55], [56]. Apikal bariyerin
olusabilmesi i¢in enfeksiyonun kontrolii kritik 6neme sahiptir ve Ca(OH)., hidroksil
tyonlar1 sayesinde bu siirecte etkili bir rol oynar [57]. Ayrica, yiiksek pH seviyesi ile sert
doku olusumunu tesvik ederek, apeksin sementoid ve osteosementoid dokularla
kapanmasini saglar [58].

Ca(OH): ile gerceklestirilen apeksifikasyon tedavisinde apikal bariyerin olusmasi
genellikle 20 ay gibi uzun bir siire alabilir; yas, periapikal radyolusensi ve semptomlarin
varlig1 gibi faktorler bu siireyi etkileyebilir [59].

Uzun siireli Ca(OH): tedavisi dis yapisinin zayiflamasina, kirilganligin artmasina
ve tekrarlayan seanslar nedeniyle gecici restorasyonlarda sizinti riskine yol acabilir.
Ca(OH):'nin apikal bariyeri yalnizca bir noktada olusturmasi, dentin duvarlarindan

tamamen uzaklastirilamamasi ve kalan Ca(OH):'nin ¢inko oksit icerikli patlarla

13



etkilesime girerek zayif bir kohezyona neden olmasi gibi dezavantajlart bulunmaktadir
[60], [61], [62], [63]. Bu nedenlerden &tiirii, arastirmacilar alternatif materyallere

yonelmeye baslamislardir [64].

MTA ile Apeksifikasyon

MTA, ilk olarak 1993 yilinda tanmitilmig ve 1998'de FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmistir; 1999 yilinda Torabinejad ve Chivian, MTA'nin
yapay bir apikal bariyer olusturmak i¢in kullanilabilecegini belirtmistir [65]. MTA ile
apeksifikasyon tedavisinde, immatiir daimi diglerde enfeksiyon kontrolii saglandiktan
sonra, biyouyumlu bir materyal ile apikal bolgenin kapatilmasiyla endodontik tedavi
tamamlanir [66]. MTA en sik tercih edilen materyal olmasina ragmen, apikal bariyer
olusturmak i¢in ¢esitli materyaller de kullanilmaktadir [60], [67], [68]. MTA'min tercih
edilmesinin nedenleri arasinda sizdirmazlik, boyutsal stabilite, biyouyumluluk, etkili
tikama ozellikleri, bakteriyostatik etkinlik, radyoopaklik ve obturasyondaki giiclii klinik
performansi gibi 6zellikler bulunmaktadir [69], [70].

MTA'nin 1iyi obturasyon Ozellikleri sayesinde dislerin hem horizontal hem de
vertikal kiriklara karsi direnglerini arttig1 ¢esitli arastirmalarda rapor edilmistir [71], [72].
Ayrica MTA'nin sementogenezi tesvik ettigi de bildirilmistir [73]. MTA, fiziksel bir
bariyer olusturmakla kalmaz, ayni zamanda kemik ve periodonsiyum olusumunu da
destekler [74], [75].

Ancak, kok gelisiminin tamamlanamamasi ve apikal kapanmanin saglanamamasi,
bu teknigin en onemli dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir [61], [76]. KOk gelisimi

tamamlanmamis immatiir disler, zay1f yapilari nedeniyle daha kolay kirilabilir [77], [78].

2.2.2.3. Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Onarimi

Siit dislerinin, fizyolojik olarak diismesine kadar biitiinliigiiniin korunmasi,
modern dis hekimliginin temel hedeflerinden biridir. Siit dislerinin erken kaybi, ektopik
stirme, komsu dislerin kaymasi, siirme sirasinin bozulmasi ve devam eden kalici dislerde
yer kayb1 gibi ¢esitli sorunlara yol acabilir. Bu nedenle, dis arkinda siit dislenmenin
korunmasi, dislerin islevini siirdiirebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi agisindan

onemlidir [79], [80].
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Stit dislenme doneminde en sik karsilagilan sorunlardan biri pulpa
enfeksiyonlaridir. AAPD'min tedavi kilavuzlarina gore, konvansiyonel ydntemlerle
enfeksiyon siireci kontrol altina alinamadiginda, restorasyon ig¢in yetersiz dis yapisi
kaldiginda, kemik destegi geri alinamadiginda veya asir1 patolojik kok rezorpsiyonu
goriildiigiinde disin ¢ekimi diisiiniilmelidir. Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Onarimi
(LSDO) tedavisi ya da Aletsiz Endodontik Tedavi, harici veya dahili kdk rezorpsiyonu
gosteren ve bu nedenle geleneksel endodontik tedaviye uygun olmayan disler icin tercih
edilmektedir [81].

Siit diglerine yapilan kanal tedavisinin basart orani, daimi dislere kiyasla daha
diistik olabilir. Bunun nedeni, siit disi kok kanallarinin karmasik yapisinin yeterli
sterilizasyonu zorlastirmasi, fizyolojik rezorpsiyon nedeniyle hermetik tikamanin
saglanamamasi ve ¢ocuklarin uzun siireli kanal tedavilerine kooperatif olamamasi gibi
etmenlerdir. Bu nedenle, kanal tedavisinin yerine lezyon sterilizasyonu ve doku onarimi1
yontemleri onem kazanmaktadir [82].

AAPD, belirgin kok rezorpsiyonu olmayan devital siit dislerinin tedavisinde
LSDO yerine pulpektomi onermektedir. Ancak, kok rezorpsiyonu olan ve cekilmesi
planlanan diglerin 12 aya kadar agizda tutulmasi gereken durumlarda LSDO'nun tercih

edilmesi gerektigini belirtmektedir.

Lezyon Sterlizasyonu ve doku onarim (LSDO)

Islem 6ncesinde hastanin sikayetleri (apse, siniis yolu, diseti sisligi, piiriilan
eksuda, agr1) kaydedilir. Tedavi Oncesinde radyografik goriintii elde edilir. Girig
kavitesinin agilmasi sirasinda, cliriik doku, eski restorasyonlar ve nekrotik pulpa
temizlenir. Giris kavitesinin duvarlarina %35'lik ortofosforik asit ¢ozeltisi uygulanir.
Smear tabakasini kaldirarak antibiyotiklerin dentin tiibiillerine daha derin bir sekilde etki
etmesini saglamak amaciyla EDTA kullanimi1 da tercih edilebilir [83]. Antibiyotik pati
uygulanmadan 6nce kok kanal girislerinde 1 mm capinda ve 2 mm derinliginde
medikasyon kavitesi olarak adlandirilan oluklar olusturulur. Prabhakar ve arkadaglarinin
60 enfekte siit az1 disi lizerinde gerceklestirdigi in vivo caligmada, medikasyon kavitesi
hazirlanmadan antibiyotik pati uygulanan dislerde de klinik ve radyografik basari
saglandig1, ancak biyomekanik olarak hazirlanmis dislerde basar1 oranlarinin daha yiiksek

oldugu bildirilmistir. Kanama mevcutsa, %10'luk NaOCl ve pamuk peletler kullanilarak
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kontrol altina alinmaya ¢alisilir. Kavite kurutulduktan sonra antibiyotik patt medikasyon
kavitelerine yerlestirilir. Medikasyon kavitelerinin hazirlanamayacagi durumlarda,
ornegin ileri fizyolojik kok rezorpsiyonu gibi, antibiyotik pati pulpa odasi tabanina
uygulanir. Antibiyotik patinin iistii cam iyonomer siman ile kapatilir ve digin restorasyonu
rezin esasli bir materyal veya paslanmaz celik kron ile tamamlanir. Islem
tamamlandiginda periapikal radyografi ¢ekilir ve hasta 1, 3 ve 6. aylarda kontrole ¢agirilir
[84].

Avantajalar

1) Genellikle tek seansta uygulanabilen ve islem siiresi kisa olan bir tedavidir.

2) Uygulamasi kolay, acisiz, zaman kazandiran bir teknik olmasi sebebi ile hasta
tizerinde olusan fiziksel ve psikolojik yiik daha azdir.

3) Kemik rejenerasyonu saglanabilir.

4) Komplikasyon riski azdir.

5) Kaullanilan materyaller periapikal dokulara zarar vermez.

6) Herhangi bir devitalizan ajan kullanilmas1 gerekmez.

7) Kullanilan antibiyotikler E.faecalis lizerinde etkilidir.

8) Ekonomiktir. [83], [85], [86], [87], [88]

LSDO uygulamasinda enstriimantasyon ve obturasyon gerekmemesi nedeniyle,
ege yutulmasi, kanalda alet kirilmas1 veya apikalden madde tagmasi gibi komplikasyon
riski bulunmamaktadir. Kullanilan materyaller dokulara zarar vermemekle birlikte,
kemik rejenerasyonunu destekleyebilir [87]. Bu islem, klinik ortamda tek bir seansta
daimi restorasyon ile tamamlanabilir. Ayrica, bu yontem basit, agrisiz, zaman kazandirici
ve hastalar fiziksel ve psikolojik agidan daha az yoran bir secenek sunar. Ozellikle

pediatrik hastalarin yonetiminde bu avantajlar oldukga degerlidir [86], [88].
Dezavantajlan
1) Kullanilan antibiyotik pati, alerjik reaksiyonlar gibi yan etkilerin ortaya

¢ikmasina neden olabilir.

2) Antibiyotik pat1 dislerde renklenmelere yol agabilir.
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3) Antibiyotik patinin radyolusent olmasi, dolum kalitesinin radyografik olarak
kontrol edilmesini zorlagtirabilir.

4) Inat¢1 enfeksiyonlar, antibiyotiklere karsi direngli bakteri suslarmin
gelismesine neden olabilir.

5) Enfeksiyon odaginin iyilesmemesi, siire¢lerin kroniklesip kist olusumuna yol
acmasina ve bu durumun daimi disi etkileyebilmesine neden olabilir.

6) Tedavi sonrasi antibiyotik patinin rezorbe olmasi, "bos tiip etkisi" ad1 verilen

duruma yol agabilir [83], [85], [86], [87], [88].

Lezyon Sterilizasyonu ve Doku Onariminda Kullanilan Antibiyotik Patlar:

Kullanilan bu patlarin baz1 dezavantajlarindan dolay1 ¢esitli antibiyotik
kombinasyonlar1 denenmistir. Kullanilan antibiyotik patlar1 dentin tiibiillerine daha iyi
niifus etsin diye tastyicilarla beraber kullanilir. Bu tasiyicilar propilen glikol ve makragol
gibi organik c¢oziciilerdir. Bazi klinisyenler kalsin likitini de tasiyici olarak
kullanmaktadir.

Alyas ve arkadaslari, tasiyict olarak metil seliiloz eklenmis farklhi
konsantrasyonlarda {i¢lii antibiyotik patlarmmn (UAP) antibakteriyel etkilerini
arastirmiglardir. Bu c¢aligmada, steril dentin bloklarina E. faecalis ekilmis ve ardindan
cesitli konsantrasyonlarda metil seliiloz bazli UAP uygulanmistir. Biyofilm olusum
testlerinin sonuglarina gore, tiim konsantrasyonlarin antibakteriyel etki gosterdigi,
ozellikle 10 mg/ml ve lizeri konsantrasyonlarda biyofilmin tamamen ortadan kalktig
gbzlemlenmistir. Sonu¢ olarak, metil selilloz bazli 10 mg/ml konsantrasyonundaki
UAP'nin uzun siireli antibakteriyel etkisi oldugu belirtilmis ve bu kombinasyonun
endodontik rejenerasyon iglemlerinde kullanilabilecegi Onerilmistir. Ayrica, tasiyici
olarak metil seliilozun yan1 sira steril salin, damitilmig su ve gliserin gibi farkli maddeler
de kullanilabilmektedir [89].

LSDO ilk kez Arjantin’de Soller ve Cappiello, Japonya’da ise Sato ve Hoshino
tarafindan tanmitilmistir. 1959 yilinda Soller ve Cappiello, CTZ macununu geri doniisii
olmayan pulpitis veya pulpa nekrozu olan siit az1 dislerinin geleneksel endodontik
tedavisine alternatif bir yontem olarak tanimlamistir. CTZ macunu, kloramfenikol (500
mg), tetrasiklin (500 mg), cinko oksit (1 g) ve bir damla 6jenolden olusmaktadir. CTZ

macununun avantajlar1 arasinda gii¢lii antimikrobiyal etkisi, miikemmel klinik ve
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radyografik sonuglar gdstermesi ve basit uygulama prosediirii yer almaktadir. Ayrica
tedavi tek seansta tamamlanabilir ve doku hassasiyeti yaratmaz. Bununla birlikte, CTZ
macununun bazi 6nemli dezavantajlar1 da mevcuttur; bunlar arasinda kronun potansiyel
renklenmesi ve daimi kiigiik az1 dislerinde mine hipoplazisi riski bulunmaktadir. Bu
olumsuz etkiler, macunun igerigindeki tetrasiklinin kalsifiye dokulara olan yiiksek
afinitesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu tedavide ¢esitli antibiyotik kombinasyonlari
da denenmistir [90].

Pulpal ve periapikal lezyonlardaki patojen mikroorganizmalar1 tamamen yok
etmek amaciyla iiclii antibiyotik karigimi (metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin)
kullanilir. Kanal tedavisinin zor oldugu vakalarda, pulpa odasinin temizlenmesinin
ardindan minimal bir enstriimantasyonla veya enstriimantasyon yapilmadan bu
antibiyotik karisimi, kanal agizlarindan 1-2 mm derinlige ve pulpa odasinin tabanina
yerlestirilir. Ardindan dige kalic1 bir restorasyon uygulanir. Tedaviye baglamadan 6nce
disin agizda kalma siiresi dikkatle degerlendirilmeli ve enfektif endokardit hastalarinda
enfeksiyon riski nedeniyle LSDO yontemi uygulanmamalidir. Tedavinin basarisi, dis
kronunun tam ve dogru bir sekilde restore edilmesiyle dogrudan iliskilidir. Eger diste asir1
madde kaybi ve kron tahribati nedeniyle uygun restorasyon yapilamazsa, LSDO

uygulanmamalidir [84].

LSDO Antibiyotik Secimi ve Hazirlanmasi

LSDO uygulamasinda en kritik adimlardan biri de antibiyotik patinin
hazirlanmasidir. En sik kullanilan kombinasyon, Takushige ve ekibinin oOnerdigi
metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin karisimini propilen glikol ve makrogol ile
birlestirerek olusturulan LSDO-3Mix formiiliidiir. Ticari olarak temin edilen
antibiyotikler ayr1 kaplara alinir ve tabletlerin enterik kaplamasi bir bigak yardimiyla
kazinarak c¢ikarilir. Her bir bilesen farkli havanlarda toz haline getirilir, bu sirada tozun
nemlenmemesine dikkat edilir. Hazirlanan antibiyotik tozlar1 1stk ve neme karsi
korunmas: i¢in ayr1 porselen kaplarda, karanlik bir ortamda saklanmalidir. Pat
hazirlanirken, her bir bilesen temiz bir karistirma camina alinir ve ¢oziicii eklenir. En
yuksek etkinin, yedi kisim toz ile bir kisim ¢oziiciinlin karistirilmasiyla elde edildigi
belirtilmektedir. Bu nedenle, elde edilen toz yedi esit parcaya boliiniir ve her biri ¢oziici

ile ayr1 ayn karistirilarak homojen bir kivam saglanir. Karigimin kremsi bir macun
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kivaminda olmasi gerekir. Eger karisim ¢ok sivi ya da ¢ok kati olursa, uygun kivama
ulasmak i¢in daha fazla toz veya c¢oziicii eklenir. Hazirlanan macun isglem igin
kullanilabilecegi gibi, hava gec¢irmeyen kaplarda saklanabilir. Ancak karisim
saklandiginda yar1 saydam hale gelirse kullanilmas1 6nerilmez [84].

Sato ve ekibi, yaptiklar1 ¢aligmalarla antibiyotik ve antiseptik kullanimi sayesinde
bakteri yiikiinii %20-40 oraninda azaltabildiklerini gostermislerdir. Grosmann ise, 1951
yilinda penisilin, basitrasin, streptomisin ve sodyum kaprilat i¢ceren bir pat formiiliini
tanitmustir. Siit dislerindeki pulpa inflamasyonunu kontrol altina almak i¢in kullanilan
Ledermix pati, triamkinolon ve dimetilklortetrasiklin igerir. Hoshino ve ekibi, 1990
yilinda 500 mg metronidazol, 200 mg siprofloksasin ve 100 mg minosiklini esit oranlarda
(1:1:1) kanistirarak kullanmislardir. 1998'de ise Takushige ve ekibi, ayn1 antibiyotikleri
1:1:3 oraninda kullanmiglardir. Her iki grup da bu toz karigimini propilen glikol ve
makrogol ile birlestirerek uygun kivama getirmistir. Metronidazol, siprofloksasin,
minosiklin ve propilen glikol tasiyicisindan olusan bu karisim 3Mix olarak
adlandirilmaktadir. Siprofloksasin, bakterisidal etkisi olan sentetik bir florokinolondur.
Metronidazol ise anaerobik bakterilere ve protozoalara karsi genis bir etki spektrumuna
sahip nitroimidazol grubundan bir bilesiktir. Minosiklin ise tetrasiklin tiirevi sentetik bir
antibiyotik olup benzer bir etki spektrumuna sahiptir [91].

LSDO-3Mix, etkinligi kanitlanmis bir medikament olmasina ragmen igerigindeki
minosiklinin dislerde renklenmeye yol agmasi nedeniyle, minosiklin kadar etkili
olabilecek alternatif bir medikament arayisina girilmistir. Bu kapsamda amoksisilin,
fosfomisin, sefaklor, sefodaksin ve klindamisin gibi antibiyotiklerle cesitli klinik

caligmalar yapilmistir [92].

2.3. Cocuklarda Kullanilan Biyoaktif Materyaller

2.3.1. MTA

Dis hekimliginde kullanilan ilk kalsiyum silikat malzemesi Mineral Trioksit
Agregatt (MTA) olarak tanitilmistir. Bu malzeme, radyo-opaklastirici olarak kullanilan
4:1 oraninda bizmut oksit i¢geren Portland ¢imentosundan olusur [93]. Portland ¢imentosu,

asagidaki ham maddelerle tiretilir:
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e Kireg (CaO);

o Silika (Si02);

e Aliimina (AI203);

¢  Demir oksit (Fe203).

Bu maddeler belirli oranlarda karistirilir, harmanlanir, doner firinda
1400—1600°C'ye kadar 1sitilir ve ardindan sogutularak toz haline getirilir. X-151n1 kirinim
analizleri, iki farklt MTA tipinin (ProRoot MTA gri ve ProRoot MTA beyaz, Dentsply
Tulsa Dental Specialities, Johnson City, TN, ABD) ana bilesenlerinin trikalsiyum silikat
(C3S-alite), dikalsiyum silikat (C2S-belite), trikalsiyum aliiminat (C3A-celite) ve bizmut
oksitli tetrakalsiyum aluminoferrit (C4AF-felite) oldugunu ortaya koymustur [94].
ProRoot MTA'nin ilk formiilasyonu, gri renkli bir toz olan ve aliiminoferrit fazinda demir
igeren bir bilesendir [95].

Beyaz MTA, demir igeren tetrakalsiyum aluminoferrit bilesenleri icermemekte
olup, gri renkteki MTA'ya gore daha kiigiik partikiiller icermektedir. Her iki formiilasyon
da %75 Portland ¢imentosu, %20 bizmut oksit ve %5 al¢1 tasindan olusur [96].

MTA tozu su ile karistirlldiginda 6nce kalsiyum hidroksit ve kalsiyum silikat
hidrat olusur ve por6z, az kristalize olmus bir jel meydana gelir [97]. Kalsiyum silikat
miktari, kalsiyum ¢okelmesi ile azalir ve ¢dken kalsiyum, MTA’ nin yiiksek pH i
saglayan kalsiyum hidroksiti iiretir [98]. MTA'nin su ile temas ettiginde pH degeri
10,2'den sertlesme sonrasinda 12,5'e yiikselir, bu da kalsiyum hidroksitin pH'ina oldukga
yakin bir degerdir. Bu pH degeri, materyalin antibakteriyel 6zelliklerini agiklar [99].

MTA'nin nemli bir ortamda bulunmasi, zaman ic¢inde giiglenmesine neden olur
[100]. Caligmalar, yeterli nem mevcut oldugunda MTA nin biikiilme, gerilme ve sikisma
dayaniklilig: gibi fiziksel 6zelliklerinin optimize oldugunu gostermektedir [101]. Ayrica,
toz ve sivi orant MTA nin ¢oziinlirliglni etkiler; yiiksek sivi orani ¢oziintirlik ve
poroziteyi artirir [102]. Bazi arastirmalar, su oranmnin artmasinin MTAdan kalsiyum
salinimini artiracagini 6ne stirmektedir [103]. Ayrica, MTA’ya suda ¢oziinmeyen bizmut
oksit eklenmesi, MTA nin diisiik ¢oziiniirliik 6zelliklerine neden olur [101].

MTA'nin nemli ortamlarda da sertlesme yetenegi, pulpa odasini daha iyi kapatma

saglar ve Ca(OH): ile kiyaslandiginda daha {istiin sonuglar sunar. Bu 6zellik, 6zellikle
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pulpa odasi gibi tamamen kuru bir ortamin saglanmasinin zor oldugu durumlarda
MTA'nin kullanimint avantajli kilar [104].

Yapilan in vitro ve in vivo arastirmalar, MTA'nin vital pulpa tedavilerinde
biyouyumlulugunu ve biyoindiiktif 6zelliklerini vurgulamaktadir. Laurent ve arkadaslari,
MTA ekstrakti eklenen hiicre kiiltiirlerinde pulpa hiicrelerinden nestin salinimi ve
mineralize matriks olusumunu gozlemlemislerdir [105]. Ayrica, Andelin ve ekibi hayvan
disleri {izerinde gerceklestirdikleri c¢alismada, MTA uygulanan dislerde dentin
sialoprotein varligini dogrulamiglardir. Bu bulgular, MTA'nin sert doku olusumunu tesvik
eden ve biyolojik olarak aktif bir materyal oldugunu gdstermektedir [106].

MTA’nin alkali 6zelligi sayesinde pulpa hiicrelerindeki dentinojenik potansiyeli
ortaya ¢ikartabildigi diisiiniilmektedir. MTA nin osteokalsin ve alkalen fosfatazin; ayrica
interlokin 6 (IL-6) ve interlokin 8 (IL-8) yapiminda diizenleyici etkisi oldugu ve ayni
zamanda alkali ortam olusturma nedeniyle g¢evredeki dentin dokusundan biiyiime
faktorlerinin salimini uyarmasi, dentinojenik aktivitesiyle iliskili bulunmustur [107].

Farkli arastirmacilar, maddenin sertlesmesi i¢in gereken siire konusunda farkl
sonugclar bildirmislerdir. Torabinejad ve ark. [99] gri MTA i¢in sertlesme siiresinin 2 saat
45 dakika oldugunu, Islam ve ark. [108] ise 2 saat 55 dakika oldugunu bildirmislerdir.

MTA, c¢ocuk dis hekimliginde su uygulama alanlarinda kullanilmaktadir: devital
olmus gen¢ daimi dislerin apeksifikasyon, apeksogenez ve rejenerasyon tedavisi
amaciyla, vital gen¢ daimi dislerde cvek amputasyonu ve direkt pulpa kuafajinda,
iatrojenik kok ve furka perforasyonlari ile rezorptif kok reaksiyonlarinda tamir materyali
olarak, liiksasyon yaralanmasi gormiis devital daimi dislerde kanal dolgu materyali
olarak, kok fraktiirlerinde kanal dolgu materyali olarak, siit dislerinde pulpa kuafaji, tam

ve parsiyel amputasyon, kanal dolgu materyali olarak kullanilmaktadir [109].

2.3.2. Biodentin

MTA’nin bazi dezavantajlarini agsmak amaciyla farkli kalsiyum silikat bazl
simanlar gelistirilmistir. Kalsiyum silikat esasli simanlar, MTA ile benzer uygulama
alanlarina sahip olmasi ve benzer 6zellikler gostermesi nedeniyle son yillarda 6nem
kazanmaya baglamistir. Cok sayida kalsiyum silikat tiirii gelistirilmesine ragmen, bu

materyallerden biri 0Ozellikle ¢esitli arastirmalarin  odak noktas1 olmustur. Bu
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materyallerden biri de 2009°da ticari olarak piyasaya siiriilen ve dentin alternatifi olarak
tasarlanan Biodentin’dir [110].

Biodentin toz ve likitten olusur. Toz kisminin ana bilesenleri, MTA ve Portland
cimentosunda oldugu gibi dikalsiyum ve trikalsiyum silikattir; ayrica kalsiyum karbonat
da igermektedir [111]. Zirkonyum oksit ise kontrast madde olarak kullanilarak
radyoopasite saglar. Likit kismi ise, kalsiyum klorid ve suyu azaltmak i¢in polimerler
igerir. Bu {iriinlin hizli sertlesme 6zelligi ise partikiil boyutunun biiyiitiilmesi, siviya
kalsiyum klorid eklenmesi ve likit miktarinin azaltilmasi ile elde edilmistir [110].
Materyal kalsiyum salinimi ile tanimlanirken, trikalsiyum silikat bazli materyaller
sentetik doku sivilart ile temas ettiginde hidroksiapatit olusumuna katkida bulunabilir
[112].

MTA ve Biodentin'de ortak olarak bulunan trikalsiyum silikatin, X-1s1n1
difraktometresi ile MTA'da monoklinik formda, Biodentin'de ise triklinik formda
bulundugu gosterilmistir. Ayrica, MTA ve Biodentin’deki trikalsiyum silikat
partikiillerinin boyutlar1 arasinda farklilik bulunmaktadir. Biodentin’nin spesifik yilizey
alan1 (2,811 m?/g), MTA'ya gore (1,0335 m?/g) daha biiyiiktiir [113].

Biodentin, MTA’dan farkli bilesenlere sahip ince bir hidrofilik tozun, karistirma
cihazinda karistirllmasiyla hazirlanan bir kapsiil yapisindadir [114]. Biodentin'nin
sertlesme siiresi 9-12 dakika arasinda olup, bu siire diger kalsiyum silikat simanlara gore

onemli bir avantaj saglamaktadir [110].

Tablo 2. Biodentin igerigi

TOZ iCERIGI OZELLIK
Trikalsiyum silikat Esas materyal
Dikalsiyum silikat Ikincil materyal
Kalsiyum karbonat ve oksit Doldurucu
Zirkonyum oksit Radyoopak materyal
Demir oksit Renk pigmenti
LIKIT ICERIGI OZELLIK
Kalsiyum klorit Hizlandirict

Suda ¢oziinebilen polimer Su azaltic1 materyal
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Su ile sertlesen simanlarin temel fiziksel oOzelliklerinden biri de basing
dayanimidir. Vital pulpa tedavilerinde tercih edilen Biodentin gibi materyallerin, ¢igneme
kuvvetlerine kars1 yeterli dayanikliliga sahip olmasi gerekmektedir [115] . Biodentin’in
biikiilme dayanimi, elastiklik modiilii ve Vickers sertlik gibi fiziksel 6zellikleri dentine
benzer olsada, bu 6zelliklerin degerleri MTA’dan daha yiiksek bulunmustur [116].

Biodentin rejeneratif endodonti, dentin iceren restorasyonlar, pulpa kuafaji,
apeksifikasyon, apeksogenezis tedavileri, eksternal ve internal rezorpsiyonlar ve
endodontik cerrahide retrograd dolgu materyali olarak kullanilmaktadir [110].

Pulpa kaplamasi, perforasyon, retrograd dolgu veya furkasyon tamiri gibi
islemlerde kullanilan bir dental materyalin, dental pulpa ve ¢evre dokular tizerindeki
toksik etkilerini 6nlemek amaciyla biyouyumlulugu ve sitotoksisitesi dikkate alinmalidir
[117]. Bu islemler sirasinda Biodentin dogrudan bag dokusu ile temas ettiginden, pulpa
dokusu ve periradikiiler hiicrelerin canlilig1 tizerinde etkili olabilir. Bu durum, nekroz
sonucu hiicre 6liimii veya apoptoza yol agabilir [118]. Biodentin, cam iyonomer siman ve
beyaz MTA’ nin insan gingival fibroblast hiicreleri iizerindeki etkilerini karsilastiran bir
calismada, her iki materyalin de sitotoksisitesinin benzer oldugu ve cam iyonomer simana

kiyasla daha diisiik sitotoksisite seviyelerine sahip olduklari saptanmistir [118].

2.3.3. Neoliner LC

MTA ile modifiye edilmis 1sikla sertlesen akiskan bir materyaldir. Nusmile
tarafindan tiretilmis olup rezin icerikli bir iiriindiir. Neme toleransi vardir.

1 mm’den ince uygulanip 20 saniye 1sikla sertlestirilir. Indirekt pulpa kaplamas:

ve kavite liner olarak kullanim alanina sahiptir [27].

2.3.4. Bio C Repair

Kullanima hazir, siringayla uygulanan biyoaktif bir {iriindiir. Igeriginde; kalsiyum
silikat, kalsiyum aliiminat, kalsiyum oksit, zirkonyum oksit, demir oksit, silikon dioksit
ve dagitict madde bulunur. Bazik yapidadir ve PH’s1 12 civarindadir. Calisma siiresi

ortamin nemine bagli olarak 120 dk. veya daha kisadir.
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2.3.5. Theracal PT

Aci18a cikmis dentini tedavi etmek i¢in uygulanan biyouyumlu, dual-cure, rezin
ile modifiye bir kalsiyum silikattir. Tiksotropik 6zelligi sayesinde kaviteye uygulanimi
kolaydir.

Endikasyonlar;

—  -pulpotomi (birincil endikasyon)
—  -direkt/indirekt pulpa kuafaji

—  -pulpa ekspozu olan diger durumlar

Calisma siiresi 35°C de minimum 45 saniyedir. Sertlesme siiresi 35°C de
maksimum 5 dakikadir. Uygulandiktan sonra 10 saniye siireyle 1sikla polimerize edilir

[27].

2.4. Dental Pulpa Kok Hiicresi

Hasarl1 bir organin fonksiyonlarini diizeltmek amaciyla hasarli dokunun yerine
yenisinin koyulmasi en iyi secenektir. Buradan yola ¢ikilarak ¢esitli kaynaklardan elde
edilebilen, viicudun c¢esitli doku ve hiicrelerine farklilasabilen, hasarli bolgeyi onararak
bircok tedavi yOntemine olanak saglayabilecek kok hiicreler rejeneratif tedavilerin
temelini olusturur [119].

Kok hiicreler boliinebilme, kendini yenileyebilme ve farklilasmis hiicrelere
kaynaklik etme 6zelliklerine sahip farklilasmamais hiicrelerdir. Kok hiicreler temel olarak
embriyonal (fetal) ve somatik (eriskin) kok hiicreler olarak siniflandirilirlar [120], [121].

Embriyodan koken alan embriyonik kok hiicreler, tim dokulari olusturabilme
yetenegine sahiptirler [122]. Eriskin kok hiicreleri bir organ veya dokuda bulunan
farklilasmis hiicrelerin arasindaki farklilasmamis hiicre gruplaridir. Bu hiicreler,
cevresindeki doku veya organin Ozellesmis hiicre tipine farklilagabilme ve kendini
rejenere etme kabiliyetine sahiptir [123]. Eriskin kok hiicreleri kemik iligi
[124],amniyotik s1v1 [125], gobek kordon kani [126], nazal mukoza [127], santral sinir
sistemi [128], periferik kan [129], plasenta membran1 [129], kalp [130], karaciger [131],
akciger [132], deri epidermisi [133], dental pulpa [134] gibi ¢esitli dokulardan elde
edilebilmektedir.
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Kok hiicreler totipotent, pluripotent ve multipotent olmak {izere plastisite
ozellikleri bakimindan ti¢ alt grupta siniflandirilmaktadirlar (Sekil 2). Totipotent hiicreler,
tiim hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip sinirsiz farklilagma potansiyeli bulunan
hiicrelerdir. Fertilize yumurta hiicresi embriyonun gelisim siirecinde organizmayi
olusturan totipotent oOzellikteki tek hiicre tipidir [135]. Pluriopotent kok hiicreler
endodermal (sindirim sistemi hiicreleri, hepatositler, pankreatik beta hiicreleri vb.),
mezodermal (kan, kas, kikirdak, kemik vb.) ve ektodermal (deri, sag, ndron vb.) kokenli
tiim hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegini biinyesinde tagiyan embriyonik germ
hiicreleridir. Yetigkin bireylerin farklilasmis dokularinda bulunan multipotent kok

hiicreler ise farklilasmamis hiicrelerdir [136].
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Sekil 2. Kok hiicre siniflamasi

Kok hiicrelerin, igerisinde bulunduklar1 dokunun sahip oldugu hiicrelerin
disindaki diger tip hiicrelere doniisebilecegi de bildirilmistir. Gilinlimiizde mezenkimal
kok hiicreler kok hiicre kaynagi olarak onemli bir yere sahiptir. Oral bolgedeki
mezenkimal kok hiicre kaynaklarina 6rnek olarak dental folikiil, eksfoliye siit disi, erigkin
dental pulpasi, periodontal ligament ve apikal papilla verilebilir [137].

Dis pulpasi, son yillarda cesitli kok hiicre arastirmalarinda kullanilan 6nemli bir
kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir. Dis pulpasindan kok hiicre elde etmek oldukca kolaydir
ve bu siire¢ etik sorunlar barindirmaz. Ayrica, elde edilen kok hiicrelerin yiiksek etkinlik
gostermesi ve yliksek farklilasma potansiyeline sahip olmasi, biyomateryaller ile uyumlu

bir sekilde uygulanmalarma olanak tanimaktadir. Bu hiicreler, dokularin yeniden
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yapilandirilmasi i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir. Uzun yagam siirelerine sahip olmalari
ve giivenli bir sekilde dondurularak saklanabilmeleri (kriyoprezervasyon), bu hiicreleri
tedavi amagli uygulamalarda degerli kilmaktadir [138].

Immatiir 6zellikteki multipotent hiicrelere sahip siit disi pulpa kok hiicresinin
cogalma kapasitesi ve hiicre popiilasyonu yetiskin pulpasina kiyasla daha fazladir. Ancak
yetiskin pulpa kok hiicreleri gibi pulpa dentin kompleksi olusumunu saglayamamaktadir

[139].

2.5. Hiicre Biyouyumlulugunun incelenmesi

Biyouyumluluk; bir materyalin canli dokular ile temas halinde iken lokal veya
sistemik toksisite, alerji, mutajenik ve karsinojenik etki olusturmayan inert 6zelliklere
sahip olmasi ve uygulandig1 bolgede uygun biyolojik cevap olusturabilmesi durumudur
[140], [141]. Biyouyumlu olmayan materyallere kars1 olusan olumsuz doku reaksiyonlari
‘toksisite’ olarak degerlendirilmektedir.

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin biyouyumlulugu su kriterler goz

oniinde bulundurularak degerlendirilebilir [142];

1. Pulpaya ve yumusak dokulara zararli olmamalidir.

2. Materyalden herhangi bir iirlin salinarak dolasim sistemine gegmemeli ve
difiizyon yolu ile emilerek sistemik toksik cevaba yol agmamalidir.
Alerjik reaksiyon potansiyeline sahip bir i¢erigi olmamalidir.

4. Karsinojenik etkisi bulunmamalidir.

Dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde {i¢ basamak

tanimlanmistir. Bunlar:

1. Baslangig testleri (in vitro testler)
- Sitotoksisite
- Mutajenite-Genotoksisite

- Ostrojenite
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2. lkincil testler (hayvan testleri)
- Sensitizasyon
- Implantasyon

- Mukozal irritasyon

3. Kullanim testleri
- Pulpa ve dentin testleri
- Pulpotomi testleri

- Endodontik kullanim testleri [141], [143], [144].

2.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, canli dokulardan alinan doku pargalarinin proteolitik enzimler
kullanilarak hiicrelerine ayrilmasi ve laboratuvar ortaminda uygun besi yerlerinde
¢ogalmalarinin saglanmasina dayanmaktadir. Besleyici sivilar; plazma ve serum amino
asitleri, hayvan embriyo ekstraktlari, mineraller, vitaminler, antibiyotikler ve seker tuzlari
icermektedir. Bu iireme sonucunda olusan yapi, hiicre kiiltiirii olarak adlandirilir. Hiicre
kiiltiirii caligmalarinda primer, diploid ve siirekli hiicre kiiltiirii olmak iizere {i¢ tiir hiicre
kiltiirti kullanilmaktadir [145].

Primer hiicre kiiltiirleri, doku ve organlardan alinan hiicrelerin 24 saatten fazla
kiiltiir edilmesiyle elde edilir. Bu hiicreler ¢gogaldiktan sonra diger kiiltiirlere aktarilabilir
ve biiyiitiilebilir. Bu yontemle elde edilen ilk alt kiiltiirler, diploid hiicre kiiltiirleri olarak
adlandirilir. Bir dizi kiiltiir islemi sonrasinda hiicre hatlar1 olusturulabilir. Stirekli hiicre
hatlar1 ise, siiresiz ¢ogalabilme 6zelligi kazanmis primer hiicrelerdir ve daha stabil bir dig
goriiniime sahiptirler. Ancak, olusan bu transformasyon nedeniyle in vivo dzelliklerini
tamamen koruyamazlar. Siirekli hiicre hatlari, kolayca ¢ogaltilabilir [146].

Dental materyallerin sitotoksisite testleri i¢in hiicre kiiltiir testleri, agar diflizyon
testi, filtre difiizyon testi, dentin bariyer testi ve hemoliz testi kullanmilir [147], [148],
[149].

a. Direkt hiicre kiiltiirii metodu

Bu yontem, test edilen materyalin ya da bilesenlerin kiiltiir hiicrelerine dogrudan

ve genellikle 24 saat gibi kisa bir siire boyunca uygulanmasi ilkesine dayanmaktadir.
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Suda ¢oziinebilen materyallerin hiicrelerle temasi oldukga basarili bir sekilde saglanirken,
suda ¢oziinmeyen materyaller, siv1 bir ¢oziiclide ¢oziilerek hiicrelerle etkilesime gegirilir
ve sitotoksisiteleri bu sekilde incelenir. Coziicii ortaminin, klinik kullanim kosullarina
uygun olmasi ve test edilen materyalin yapisini degistirmemesi gerekmektedir [150],

[151], [152].

b. Bariyer test metodu

Pulpa ile test materyali arasinda dentin dokusunun bir bariyer olusturmasi
nedeniyle, dogrudan temas testleri klinik ortam1 tam olarak yansitamamaktadir. Bunun
yerine, bariyer test yonteminde, dentini taklit eden ve bazi bilesenlerin difiizyonuna izin
veren ¢esitli insert sistemleri bariyer olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde, materyal bir
insert igerisine yerlestirilir ve medyum igerisinde asil1 halde kalir. Insertin altindaki p6r6z
membran, bariyer gorevi gorerek ¢oziinen bilesenlerin gegisine ve medyum tabanindaki
hiicrelerle temas etmesine olanak tanir [149], [151].

Bu yontemde test edilen materyalin dentin dokusunda ¢oziinme ve dentin
tiibiillerine girerek difiize olma yetenegi Olgiiliir. Dentin dokusuna niifuz edebilen
materyaller pulpaya kolayca ulasabildiklerinden dolay1 biyouyumlulugu iyi agiklayan test

yontemlerinin arasinda yer alir [153], [154].

2.5.2 Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri, test edilecek materyalin uygun goriilen hiicre kiiltiirtindeki
hiicrelerin biiylime oran1 ve yapisal 6zelligi iistiindeki etkisinin negatif ve pozitif kontrol
gruplariyla karsilastirilarak degerlendirildigi biyouyumluluk test yontemidir [155] . Bu
test yontemi ile hiicre membran biitiinliigii, hiicre miktar1 ve biiylimesi, biyosentez ve

enzim etkinligi, hiicre genetik materyali lizerindeki etkileri degerlendirilebilir.
Sitotoksisite Testlerinin Avantajlar

Sitotoksisite testlerinin diger test yontemlerine gdre avantajlar1 arasinda [141],

[143], [156];
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1. Hiicre metabolizmasinda 6zel olarak bir islevin degerlendirilebilmesi,

2. Kisa zamanda ¢ok miktarda Ornegin ayni zamanda ekonomik olarak test
edilebilmesi,

3. Hesaplanabilir ve diger gruplarla karsilagtirilabilecek verilere ulasilabilmesi,

4. Test yontemlerinin tek tipte ayarlanabilmesi,

5. Kullanim testlerine gore daha hassas toksik madde degerlendirilme imkani

sunmasi sayilabilir.

Sitotoksisite testlerinin dezavantajlar:

Sitotoksisite testlerinin bazi dezavantajlart da mevcuttur. Bunlar;

1. Kullanilacak her bir test i¢in bir tiir hiicre kullanilabilmesi,
2. Konak hiicrelerin kiiltiir hiicrelerinden farkli olmasi,
3. In vitro ortamda normal sartlarda organizmada bulunan bagisiklik sistemi ve

inflamatuar sistem gibi isleyislerin bulunmamasidir [141], [143], [156].

Sitotoksisitenin/hiicre canliligimin belirlenmesi i¢in kullanilan ve giincelligini
koruyan yontemleri su sekilde siniflamak miimkiindiir:

Boyama yontemleri: Bu teknikler, Tripan mavisi, Eozin, Kongo kirmizis1 ve
Eritrosin B kullanilarak yapilabilir.

Kolorimetrik yontemler: Hiicre 6liimii veya ¢ogalmasinin 6l¢iimiine dayanan
metabolik aktivite testleri en yaygin kullanilanlardir. Bu testler arasinda Notral Kirmizisi
Alimi (NRU), kristal viyole, MTT, MTS, XTT, suda ¢6ziinen formazan 1 (WST-1), suda
¢ozlinen formazan 8 (WST-8) ve sulforhodamin B (SRB) testleri yer alir. Bu yontemler
genellikle spektrofotometrik Olclimlerle gerceklestirilir. Ayrica, laktat dehidrogenaz
(LDH) testi de spektrofotometrik olarak yapilmaktadir, ancak farkli bir mekanizma
kullanir.

Florometrik yontemler: En yaygin kullanilan florometrik teknikler arasinda
AlamarBlue ve 5-CFDA, AM (5-Karboksifloresan Diasetat, Asetoksimetil Ester) testleri
bulunur.

Luminometrik yontemler: ATP testi ve canlilik tespiti icin kullanilan gergek

zamanl yontemler, en sik tercih edilen luminometrik yontemler arasindadir.
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Apoptozun tespiti: Apoptozu belirlemek icin kaspaz (3, 8 ve 9) seviyeleri ve
aktiviteleri Olgtlilebilir. TUNEL (Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP ug
isaretleme) yontemi kullanilabilir. Akis sitometrisi ile apoptotik ve nekrotik hiicreler ve
bunlarin oranlar1 belirlenebilir. Ayrica, apoptoza dahil olan proteinlerin (6rnegin Bax,
Bcl-2, p53) ekspresyonlari analiz edilebilir.

Otofajinin tespiti: Otofajide yer alan proteinlerin (Beclin 1, p62, LC-3 gibi)

diizeyleri ve ekspresyonlar1 incelenerek tespit yapilabilir.

2.5.3. MTT Testi

MTT (tetrazolium tuzu, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] 2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
testi, hiicre popiilasyonlarindaki canli hiicrelerin sagkalim ve proliferasyon oranlarini
belirlemek icin kullanilan kantitatif bir kolorimetrik yontemdir [157]. Bu test, canl
hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasina ait tetrazol halkasini pargalamasina dayanir. Bu
stire¢, mitokondriye 0zgli siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesi ile yakindan
iligkilidir. Tetrazol halkasinin parcalanmasi sonucunda, saglikli hiicrelerde soluk sari
renkli MTT boyast koyu mavi renge doniisiirken, 6lii ya da mitokondriyal islevleri
bozulmus hiicrelerde bu renk degisikligi gerceklesmez [158].

Testin hiicrelerle MTT boyasi etkilesiminden sonra, ilk adim presipite tepkime
tirlinlerinin ¢oziiniir hale getirilmesidir. Ardindan, olusan {iriiniin kolorimetrik 6l¢iimii
gerceklestirilir. Bu testin avantajlar1 arasinda hizli uygulanabilirligi ve radyoizotop
icermemesi bulunur [159]. Prosediir sirasinda MTT substrati, fizyolojik olarak
dengelenmis bir ¢ozeltide hazirlanir ve genellikle 0,2 — 0,5 mg/ml konsantrasyonunda
kiiltiirdeki hiicrelere eklenir. Bu karisim 1-4 saat siireyle inkiibe edilir. Formazan miktari,
bir spektrofotometre yardimiyla 570 nm dalga boyunda absorbanstaki degisiklikler
kaydedilerek olciiliir [160]. Canli hiicreler, aktif metabolizma sonucu MTT'yi mor renkli

formazan iirliniine doniistiiriir ve maksimum emilim 570 nm dalga boyuna ulasir.
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Sekil 3. MTT’nin Formazan’a doniisiimii

Hiicreler 6ldiiglinde, MTT'yi formazana doniistiirme yeteneklerini kaybeder. Bu
nedenle, renk olusumu yalnizca canli hiicrelerin varligini gosterir. MTT'nin formazana
dontigiimiiniin tam hiicresel mekanizmasi heniiz tamamen anlasilmamistir; ancak bu
stireg, biiyiik ihtimalle NADH veya benzer indirgeyici molekiillerin MTT ile reaksiyona
girmesiyle iligkilidir [161]. MTT'nin formazan {iriinleri, hiicre yiizeyinde ve Kkiiltiir
ortaminda birikirken, hiicre i¢inde de ¢oziinmeyen bir ¢okelti olarak birikir [160].

Formazan tirlinlerinin olusumu, sadece aktif mitokondrilere sahip canli hiicrelerde
gerceklesir. Bu ylizden formazan iriinleri ile canli hiicre sayis1 arasinda bir iliski
kurulmustur [162], [163]. Formazan kristalleri c¢oziiciiler i¢inde ¢dziindiikten sonra,
¢Oziinen materyallerin optik yogunluklart spektrofotometre ile Olgiiliir. Elde edilen
spektrofotometre degerinin, metabolizmalari aktif olan hiicrelerin sayisiyla dogru orantili
oldugu kabul edilir [164]. MTT'nin hiicreler tarafindan formazana doénilisiimii zamana
baglidir [160]. Uzun siireli inkiibasyon, renk birikimini ve hassasiyeti artirabilir. Ancak,
inkiibasyon siiresi, hiicreden enerji (NADH gibi) tiiketen saptama reaktiflerinin sitotoksik

etkileri nedeniyle sinirhidir [160].
MTT test protokolii

1. Hiicreler ve her kuyucukta 100 pl son hacim igeren test edilecek bilesikler, 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda hazirlanir.

2. [lstenen siire boyunca inkiibe edilir.

3. 0,45 mg/ml'lik bir son konsantrasyona ulagsmak i¢in her bir kuyucuga 10 pl
MTT soliisyonu eklenir.

4. 1-4 saat boyunca 37°C'de inkiibasyon saglanir.

31



5. Formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 100 pl ¢6ziicii soliisyon
eklenir.

6. Tam ¢oziinmeyi saglamak icin karistirilir.

7. Son olarak 570 nm dalga boyunda absorbans (optik yogunluk) kaydedilir
[160].

2.5.4. Wound Healing Yara Cizik Testi

Hiicrelerin migrasyon yetenegini ve yara iyilesme siireclerini incelemek igin
kullanilan basit ve yaygin bir in vitro yontemdir. Bu deneyde, hiicreler bir kiiltiir tabanina
ekilir ve belirli bir bolgeye ¢izik veya yara yapilir. Ardindan, hiicrelerin ¢izik bolgesini
ne kadar hizli ve etkili bir sekilde kapattiklar1 gozlemlenir. Bu yontem, hiicre

hareketliligi, proliferasyon orani ve iyilesme siire¢lerinin incelenmesinde kullanilir [165],

[166].

Hiicre Kiiltiirii Hazirhga:
Uygun bir hiicre kiiltiir tabanina (6rnegin, 6-well plaka) belirli bir hiicre sayis1

eklenir. Hiicrelerin yeterli miktarda biiyiiyiip, taban1 tamamen kaplamasi saglanir.

Cizik Olusturma:

Hiicre tabaninda, bir "yara" veya "¢izik" olusturmak icin genellikle bir pipet ucu
kullanilir. Bu ¢izik, hiicrelerin disaridan etkilenmeden yalnizca igsel hareketlilikleri ile
kapatilmasini saglar. Cizik, genellikle tabanin ortasinda uzunlamasina yapilir ve bu bolge

uzerinde hiicrelerin ilerlemesi izlenir.

Inkiibasyon ve Gozlem:

Cizik olusturulduktan sonra, kiiltiir ortamina uygun bir inkiibasyon siiresi
uygulanir. Bu siire zarfinda hiicrelerin hareketliligi ve yaray1 kapatma siirecleri izlenir.
Bu asamada, hiicrelerin hareket etmesini tesvik eden veya engelleyen c¢esitli kimyasal

maddeler (6rnegin, sitokinler veya ilaglar) eklenebilir.

32



Goriintiileme ve Analiz:

Belirli araliklarla (6rnegin, 0, 6, 12, 24 saat) hiicre kiiltiirii mikroskop ile
goriintiilenir. Bu goriintiiler, ¢izik bolgesinin ne kadar kapandigini ve hiicrelerin nasil
yayildigini gosterir.

Analizler, ¢izik bolgesinin kapanma orani, hiicrelerin hizla hareket etme yetenegi
ve diger 6zellikleri igerir. Genellikle, yazilim veya manuel olarak ¢izik bolgesinin yiizdesi

hesaplanir [165], [166].

2.5.6. Comet Genotoksisite Testi

DNA hasari, hiicresel genotoksisiteyi degerlendirmede onemli bir biyomarker
olarak kabul edilir. DNA hasariin tespiti, genotoksik ajanlarin etkilerini anlamada,
kanser arastirmalarinda ve ¢evresel toksinlerin degerlendirilmesinde kritik bir rol oynar.
Bu teknik, diisiik seviyelerde DNA hasarmni tespit etmek i¢in kullanilabilir ve hasarin
degerlendirilmesi i¢in gerekli olan hassasiyeti saglar. Comet testi, DNA'nin hasar gormiis
bolgelerini tespit etmek ve nicel olarak 6lgmek i¢in basit ve etkili bir yontem sunar.

Comet testinin temel prensibi, hiicrelerin alkali kosullarda islenmesi ve serbest

DNA'nin elektroforez araciligiyla analiz edilmesidir. Bu yontem, DNA'nin hasarl
bolgelerinin daha belirgin hale gelmesini saglar ve bu bolgelerin boyutlar1 ve sekilleri
hasarin derecesini yansitir [167], [168].

Bu tez ¢aligmasinin amaci;

I- NeoLiner LC, Bio C Repair ve Theracal PT’nin Biodentin ve MTA Angelus
ile karsilastirildiginda stit disi pulpa kok hiicreleri (SDPKH) {tizerindeki
sitotoksik, genotoksik etkileri ve hiicre gocli yilizdelerini incelemek,

2- Ayni zamanda lezyon sterilizasyonu ve doku onarmminda kullanilan
antibiyotik pat kombinasyonlarinin sitotoksisite, genotoksisite ve hiicre gogii

ylizdelerini degerlendirmektir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu tez calismasi igin 14.06.2024 tarihinde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Etik Kurulunun 134. toplantisinda 54 numarali karar ile etik kurul onay1 alind1
(Ek 01). Calisma Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari
ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
laboratuvarinda yiirttiildii.

Calismamizda sirasiyla asagidaki adimlar gerceklestirildi;

- -Hiicre kiiltliriiniin hazirlanmasi,
- -Muamele edilecek test drneklerinin hazirlanmasi,

- -Sitotoksisite, genotoksisite ve hiicre gogii testlerinin uygulanmasi

3.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismamizda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1 laboratuvarinda daha 6nceden elde edilmis ’siit disi pulpa kok hiicreleri
(SDPKH) ’ kullanildi. -80°C derin dondurucuda saklanan hiicreler ilk olarak Sml, %15
FBS ve %1 antibiyotik igeren, MEM Kkiiltiir medyumu ile 1000 rpm’de 5 dakika santrifuj
edildi ve dondurma soliisyonu uzaklastirildi. Santrifiij sonras1 olusan pelet {izerine ilave
edilen %15 FBS (Cytiva) ve %1 antibiyotik (Pen-Srep-Gibco) i¢geren Mem-a (Capricorn
scientific) kiiltiir medyumu ile hiicreler T25 flasklarda (TPP Zellkulturflasche) inkiibator
(Memert) (sekil 4) i¢inde kiiltiire edildi. Hiicreler belirli araliklarla kontrol edilerek %70-
80 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi gergeklestirildi. Pasajlama isleminde hiicreler
once PBS ile yikanip ardindan %0.25 Tripsin- EDTA soliisyonuyla (Vivacell
Biosciences) 37°C’de kontrollii bir sekilde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin flask
tabanindan ayrilmasiyla tripsinin etkinligini inhibe etmek i¢in iki kati1 kadar serumlu
kiiltiir medyumu ilave edildi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip pelet olusumu
sagland1. Pelet tizerine %15 FBS ve %] antibiyotik iceren MEM Kkiiltiir medyumu
eklenerek hiicreler T75 flasklara (TPP Zellkulturflasche) aktarildi. Flasklar belirli zaman

araliklarinda inverted mikroskobuyla (sekil 5) kontrol edildi. Yeterli yogunluga ulasinca
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hiicreler tekrar pasajlanarak ¢aligmanin sonuglanmasi i¢in gereken hiicre sayisina ulasildi

(Sekil 6) [169].

Sekil 5. Inverted Mikroskop
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Sekil 6. SDPKH goriintiisii

Hiicresel testler icin laboratuvar malzemelerinin hazirlanmasi:

MTT Cozeltisi: S mg MTT, steril PBS (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, ABD)
icerisinde ¢oziilerek toplam hacim 5 mL’ye tamamlandi. Bu karisim +4°C’de maksimum
1 ay siireyle saklanabilir hale getirildi.

Lizing Cozeltisi: 2,5 M NaCl, 10 mM Tris ve 100 mM Na2 EDTA distile suda
¢oziildii, ardindan pH 10'a ayarlandi. %1 sodyum lauril sarkosinat eklenerek 1-2 giin
boyunca oda sicakliginda karistirildi. Cozelti kullanilacagr giin, taze olarak %]l triton ve
%10 DMSO eklenerek +4°C’de sogutuldu.

Notralize Lysing Cozeltisi: 0,4 M Tris distile su i¢cinde ¢oziiliip pH 10'a ayarlandi.
Cozelti oda sicakliginda muhafaza edildi.

Elektroforez Cozeltisi: 1 mM Na2EDTA ve 300 mM NaOH distile su iginde
¢oziliip pH>13'e ayarland1 ve +4°C’de saklandi.

Etidium Bromiir Cozeltisi: 200 pg/ml’lik stok ¢dzelti hazirlanip oda sicakliginda
depolandi. Boyama islemi i¢in bu stok ¢ozeltiden 20 pg/ml ¢oziiliip her bir lama 60 pl
damlatilarak kullanildi.

Diistik Erime Noktal1 Agar (LMA): %0,75'lik ¢ozeltisi PBS ile hazirlanip +4°C'de
saklandi. Deney sirasinda ¢oziiliip 37°C'ye getirildi.

Normal Erime Noktali Agar (NMA): %I1'lik ¢ozeltisi PBS i¢inde c¢oziilerek
hazirlandi. Cozeltinin sicak oldugu anda lamlar bu soliisyona daldirilip agar ile kaplandi

ve ardindan kurutuldu.
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3.2. Muamele Edilecek Test Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda MTA (Angelus, Brezilya) ve Biodentin (Septodent, Fransa), Bio-c
Repair (Angelus, Brezilya), Neoliner LC (Nusmile, ABD), Theracal PT (Bisco, ABD)
test edildi. Kontrol grubu olarak da hiicrelere materyallerin muamale edilmedigi sadece
kok hiicreleri igeren gruplar olusturuldu. Calismada test materyallerin %1, %5, %10’luk
diliisyonlar1 kullanildi. Bu konsantrasyonlar MEM soliisyonunda bekletilen hiicrelerden
alman sivinin DMEM(-/-) ortaminda seyreltilmesiyle elde edildi. Ayn1 zamanda ayni
diliisyonlarda ikili ve {i¢lii antibiyotik patlarinin da sitotoksisite, genotoksisite ve hiicre
gocl testleri gergeklestirildi. Calismada test edilecek biyoaktif materyaller Tablo 3’de ve
sekil 7-11°de gosterilmistir.

Tablo 3. Test edilen biyoaktif materyallerin icerigi

TEST EDILECEK . )

MATERYALLER ICERIK Kullanimi
Neoliner ‘58 Bilinmiyor 1Rlliillns:i:lrelkel:il

(Nusmile, ABD) y $ o $

Kalsiyum silikat, kalsiyum aliiminat,
kalsiyum oksit, zirkonyum oksit, demir
oksit, silikon dioksit ve dagitict madde

Kullanima hazir
pat

Bio-c repair
(Angelus, Brezilya)

Theracal PT Bis-GMA, baryum zirkonat, iterbiyum Dual pat rezin
(Bisco, ABD) floriir ve baslatici
Toz: Trikalsiyum silikat, zirkonyum
Biodentin oksit, kalsiyum oksit, kalsiyum Bir kapsiil toza
(Septodent, Fransa) karbonat, demir oksit bes damla likit

Likit: Dehidrate kalsiyum klorit, saf su
Trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat,
trikalsiyum aliiminat, kalsiyum oksit, Toz-likit

kalsiyum tugstat

MTA
(Angelus, Brezilya)
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Kullanilan materyaller;

Sekil 7. Theracal PT

Sekil 9. Bio C Repair
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‘ MTA ANGELUS

Sekil 10. MTA Angelus

l

A Mseptodont

Sekil 11. Biodentin

Calismada kullanilan tiim test materyalleri steril c¢alisma kabini (sekil 12)
icerisinde {iretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlandi. Materyallerin ¢alisma
boyutu belirlenirken; ISO 10993-12 standartlar1 (tablo 4) dogrultusunda yiizey/vasat
orant 0,5-6 cm2/ml olmas1 ve salim asamasinda kiiltiir medyumunun o6rnek yiizeyiyle
tamamen temasi amacglandi. Tim materyallerin temas alam1 ayni olmasi i¢in ayni

boyutlarda pipetler kesilerek standardize edildi (sekil 13,14).
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Tablo 4. ISO 10993-12

Ekstraksiyon
Kalmlik Oran®+ |Malzeme Ornekleri
(mm) °
Metal, sentetik
polimer, seramik,
< 2
<05 6 cm?/ml kompozit film, levha
ve tiip duvarlar
Metal, sentetik
polimer, seramik,
~0.5 3 em?¥ml kompozit tiip
duvarlari, levha,
kalipli parcalar
<1.0 3 em¥ml Dogal elastomer
>=1.0 1.25 em*ml ||Dogal elastomer
- . 0.1-0.2 g/ml,
Diizensiz 6 om2/ml Peletler

Sekil 12. Steril Calisma Kabini
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Sekil 13. Materyallerin iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda karistirilmasi

Sekil 14. MEM soliisyonunda bekletilen 6rnekler

Hazirlanan test materyalleri MEM soliisyonunda 24 saat bekletildi. Daha sonra
filtreden gecirildi.

3.3. Sitotoksisite, Genotoksisite ve Hiicre Gocii Testlerinin Uygulanmasi
3.3.1. MTT Testi (Hiicre Canhhik testi)
MTT testi (Hiicre Canlilik testi), hiicre canliliginin, proliferasyonunun ve

sitotoksisitesinin bir gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi olgmek icin
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kullanilmaktadir. Bu kolorimetrik analiz, sar1 tetrazolium tuzunun metabolik olarak aktif
hiicrelerde mor renkli formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir.

Calismamizda 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapilacak hiicreler 6nce Thoma
laminda (sekil 15) 151k mikroskobuyla (sekil 16) sayild1 ve her kuyucukta 10* hiicre olacak
sekilde ekim yapildi ve 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. %1,
%5 ve %10 konsantrasyonlarinda hazirlanan 2’li Pat, 3’lii Pat, MTA, Biodentin,
NeoLiner LC, Therecal PT, Bio C Repair’in sitotoksisite analizleri i¢in hiicreler bu 96
kuyucuklu plakalara yerlestirildi (tablo 5). Hiicreler %70 yogunluga (confluency)
ulastiktan sonra 100 pl seklinde uygulandi ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. 20 saat
inkiibasyondan sonra her kuyuya MTT soliisyonu eklendi ve tekrar inkiibasyona birakildi.
24 saat sonunda kuyular i¢indeki besiyer-MTT soliisyonu uzaklastirilarak her kuyuya 100
ul DMSO (Sigma) eklendi ve hiicre canlilifi 570 nm dalga boyunda EZ Read 400
microplate okuyucu (sekil 17) ile yapildi.

Calismamizda daha sonra 2’li pat (siprofloksasin-metronidazol) ve 3’li
antibiyotik pat (siprofloksasin-metronidazol-tetrasiklin) ile MTA ve Biodentin’in
hiicreler tlizerindeki kombine etkisini gozlemlemek i¢in 96 kuyucuklu plakalara, her
kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde ekim yapild1 ve 37°C, %5 CO» igeren inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi. Hiicreler %70 yogunluga (confluency) ulastiktan sonra ilk dnce
kuyulara %1 2’li pat ve %1 3’lii pat uygulandi. 24 saat boyunca 2’li ve 3’lii pat’a maruz
kalan hiicrelere %5 MTA ve %5 Biodentin eklendi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona

birakildi. Her bir siire sonunda MTT ile hiicre canlilig1 analiz edildi.

Sekil 15. Thoma lanm
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Sekil 16. Isik mikroskobu

Sekil 17. EZ Read 400 microplate okuyucu
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Tablo 5. Kuyucuk dizilimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Therecal | Therecal | Therecal | Biodentin | Biodentin | Biodentin | Neo- | Neo- | Neo- | BioC Bio C Bio C
PT %1 PT %5 PT %10 | %1 %S %10 LC LC LC Repair | Repair | Repair
%1 %5 | %10 | %1 % 5 % 10
B | Therecal | Therecal | Therecal | Biodentin | Biodentin | Biodentin | Neo- | Neo- | Neo- | BioC Bio C Bio C
PT %1 PT %5 PT %10 | %1 %5 %10 LC LC LC Repair | Repair | Repair
%1 %5 | %10 | %1 % 5 % 10
C | Therecal | Therecal | Therecal | Biodentin | Biodentin | Biodentin | Neo- | Neo- | Neo- | BioC Bio C BioC
PT %1 PT %5 PT %10 | %1 %5 %10 LC Lc | LC Repair | Repair | Repair
%1 %5 | %10 | %1 % 5 % 10
D | Therecal | Therecal | therecal | Biodentin | Biodentin | Biodentin | Neo- | Neo- | Neo- | Bie C Bio C Bio C
PT %1 PT %5 %10 %1 %5 %10 LC Lc | Lc Repair | Repair | Repair

%1 %S | %10 |%1 %5 % 10
E|MTA%1 | MTA%S | MTA% | 2UiPAT % | 21iPAT% | 2'liPAT% |30 |3'u |36 | DMEM | DMEM | NAOCI

10 1 5 10 PAT PAT PAT (=/-) (+/+) (PK)
%1 %5 | %10 NK NK2
F MTA% 1 | MTA% S | MTA % 2'li PAT % 2'1i PAT % 2°li PAT % 3l 3'lu 3'li DMEM | DMEM | NAOCI
10 1 5 10 PAT | PAT | PAT | (-/-) (+/+) (PK)
%1 |%5 |%10 | NK NK2
G| MTA%1 | MTA%S | MTA% 2'li PAT % 2'1i PAT % 2°li PAT % 3l 3 | 30 DMEM | DMEM | NAOCI
10 1 5 10 PAT PAT | PAT {-f-:l {+j+} (PK]
%1 |%5 |%10 | NK NK2
H|MTA%1 | MTA%S | MTA% 2'li PAT % | 2'li PAT % 2'li PAT % 30 3 | 30 DMEM | DMEM | NAOCI
10 1 5 10 PAT | PAT | PAT | (/1) (+/+) | (PK)

%1 | %5 |%10 |NK NK2

3.3.2. Comet Testi (Genotoksisite testi)

Comet testi (Genotoksisite testi) veya tek hiicre jel elektroforezi, hiicrelerde DNA
hasarmin tespiti i¢in kullanilan basit, hassas ve hizli bir tekniktir ve bu nedenle genetik
toksikoloji ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir [170]. Gilinlimiizde kullanilan Comet
testleri genel olarak 1988 yilinda Singh ve ekibinin gelistirdigi teknige dayanmaktadir
[171]. Alkali kosullar altinda elektroforez islemi uygulandiginda hasarsiz DNA ¢ekirdek
icinde kalirken, hasarli DNA parcalar1 anoda dogru go¢ ederek, yonteme adin1 veren
kuyruklu y1ldiz goriintiisii olusturur. DNA gb¢ uzunluguna gore hiicre hasar1 5 kategoride
(Tip0, Tip1, Tip2, Tip3, Tip4) tanimlanir.

Comet Testi i¢in hiicreler ilk olarak, her kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde 6
kuyulu plaklara ekim yapildi ve cogalmalart beklendi. Hiicreler %70 yogunluga
(confluency) ulastiktan sonra ilag muameleleri yapildi ve 24 saat beklendi. 24 saat
sonunda hiicreler Tripsin ile 6 kuyulu plaka tabanindan kaldirildi. 2000 rpm’de 4 dakika
santrifuj edilerek tripsin uzaklastirildi. Daha sonra 300 pl besiyeri ile seyreltildi. Her
siispansiyondan 100 pl alinip, 37°C’de 100ul LMA (low melting agarose) ile
karistirilarak dnceden NMA (normal melting agarose) ile kaplanmis lamlarin iizerine
yayildi. Lamlarin tlizeri lamel ile kapatilarak 15 dakika donmaya birakildi. Siire sonunda

lameller kaldirilarak lamlar lizis sollisyonunda 1 saat +4°C’de bekletildi. Lizis
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soliisyonundan ¢ikartilan preparatlar yatay bir jel elektroforez tankina yerlestirildi ve
alkali elektroforez tamponunda 20 dk. boyunca inkiibe edildi, 20 dk. sonunda 25V ta 20
dk. siireyle elektroforez gerceklestirildi. Elektroforez sonunda lamlar 6nce noétralize
edildi daha sonra etanol icerisinde dehidre edilip oda sicakliginda kurumaya birakilip
incelenme igin hazir hale getirildi. Incelenecek slayt {izerine 50 ul etidyum bromiir
damlatilarak floresan mikroskopta x400 biiylitmede incelendi.

Her 6rnek i¢in rastgele segilen 100 hiicre sayildi ve sayimi yapilan hiicreler
Collins, 2004 tarafindan onerildigi gibi tip 0, tip 1, tip 2, tip 3, ve tip 4 olarak

siiflandirildi [172]. Comet testinden elde edilen verilerin karsilastirilmasi i¢in hasarli

hiicre yiizdesi ve genetik hasar indeksi hesaplandi.

Genetik hasar indeksi (GHI): [(Tip0x0) + (Tiplxl) + (2xTip2) + (3xTip3)
+(4xTip4)].

Hasarl1 hiicre yiizdesi (HHY): Tip2 + Tip3 + Tip4

TiP O TiP 1 TIiP 2

TiP 3 TiP 4

Sekil 18. DNA kuyruk uzunluguna gore hiicre hasar tipleri

3.3.3. Wound Healing Testi (Yara Cizik Deneyi)

Yara ¢izik testi, iki boyutta toplu hiicre goclinii aragtirmak i¢in standart bir in vitro
tekniktir. Bu testte tek tabakada hiicresiz bir alan olusturulur. Hiicresiz alanin agiga
cikmasi hiicrelerin bosluga goc etmesine neden olur [173]. Wound Healing testi i¢in

hiicreler ilk olarak, her kuyuda 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi
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ve ¢ogalmalart beklendi. Hiicreler %100 yogunluga ulastiktan sonra her kuyuda 1000
mikrolitrelik pipet ucuyla hiicresiz bir alan olusturuldu ve test gruplart muamele edildi.
0. ve 24. saatlerde goriintii alinarak hiicre migrasyonu saptandi. Wound healing analizinde

Imagej programi kullanilmistir.

Yiizde hesap = (ilk alan-son alan) / ilk alan x100

3.4. istatiksel Analiz

Kategorik 6l¢iimler say1 (n) ve ylizde (%) olarak sunuldu. Kategorik 6lgiimlerin
gruplar arasinda karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi. Sayisal dl¢timlerin
normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Kolmogorov Smirnov testi ile test
edildi. Normal dagilim gostermeyen sayisal 6l¢iimleri ikiden fazla grup arasinda genel
karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu karsilastirmalarda anlamli bulunan
durumlar i¢in gruplarin ikili karsilagtirilmalarinda Dunn testi kullanildi. Ayni1 materyaller
tizerinde farkli zamanlarda yapilan ve Normal dagilim goéstermeyen sayisal dl¢timleri
karsilastirmada Friedman testi kullanildi. Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS 2.0

paket programi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel nem diizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Test Sonuclari

MTT testi sonucunda test edilen tiim materyallerin %1, %5, %10’luk

dilisyonlarindaki hiicre canlilik oranlari tablo 5°de gdsterilmistir.

Tablo 6. Test edilen materyallerin hiicre canhhk yiizdeleri
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wv
2 140
T 120
3 100
— 80
2 60
< 40
8 20 l.
|
o O
b \;'LQE\:!LQO\—O!LQOHMBHLHEHLOOHLHOMNQ
2 EEEgRR I I gL ZZ
T ® > c c SIS e X g E e e L X~ 2=
O 9 © 5 5 £ 4 4 O 3 ® £ F EFE < < < B < g - >+ 9
888Cc}3'oé—l‘o.nm§§|_g_g_<g_u_<\l’}o
T 3 £ 8 8 ¢ g g o6 Q Q2 S = =% 5 5 as =<
£ © 0o © T 9 = =z 0@ L N N = = = 5 =z
¥ o 9 9 3T zZ O O M, 2w =
"’mm.ﬁE o o © = w
@ @ 2o o 2
[aa] *
*

Test edilen biyoaktif materyaller ve kontrol grubu (DMEM-/-) %]1’lik
diliisyonlarda istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; %1 diliisyonda Biodentin kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir hiicre canliligi artig1 gdstermistir (p<o.ol).
Diger materyaller kontrole benzer hiicre canliligi sergilemistir. %1°lik dillisyondaki

materyallerin kontrol grubuna goére hiicre canliligindaki artis durumu tablo 6’da

Ozetlenmistir.

Tablo 7. %1’lik derisimdeki biyoaktif materyallerin hiicre canhih@1 oranlar:
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
Derisim: %1

1600

1500

1400 !

1300

Hiicre Canliig

1200

1100

-
Hip—
—
———————

100,0

Theracal PT
Biodentin
Neoliner LC

Bio C Repair
MTA
Kontrol |
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Test edilen biyoaktif materyaller ve kontrol grubu (DMEM-/-) %)5’lik
diliisyonlarda istatistiksel olarak karsilastirildiginda; Kontrol grubuna gore anlamli
derecede yliksek hiicre canliligi Theracal PT (p=0.01) ve NeoLiner LC’de (p=0.02)
goriilmiistiir. Bio C Repair’de kontrol grubuna goére anlamli derece de hiicre artisi
gostermistir (p=0.04). %5’lik diliisyondaki materyallerin kontrol grubuna gore hiicre

canliligindaki artis durumu tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 8. %5’lik derisimdeki biyoaktif materyallerin hiicre canlihg oranlar:
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

Derisim: %5
160,0
1500
’E" 1400
c
S 1300
o
1=
5
T 1200
10,0
100,0 =
= = ot ‘© < 5
= ‘E — Q. = )
@ @ a @ > =
® ° = = ]
& o - >
< 2] CU 0
= =z @

%10’luk diliisyondaki materyallerin hiicre canliligindaki artisa etkisi kontrolle
karsilagtirildiginda; NeoLiner LC’nin hiicre canliligindaki artisi kontrol grubuna gore
anlamli derece yliksek bulunmustur (p=0.024). Theracal PT nin de hiicre canliligindaki
artist kontrol grubuna gore anlamli derece yliksek bulunmustur (p=0.002). Diger
materyaller ile kontrol grubu arasinda hiicre canliligindaki artista anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). %10’luk diliisyondaki materyallerin kontrol grubuna gore hiicre

canliligindaki artis durumu tablo 8’de 6zetlenmistir.
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Tablo 9. %10’luk derisimdeki biyoaktif materyallerin hiicre canlih@1 oranlari

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
Derigim: %10

150,0

1400 T

1300

1200
1100

1000 -

Hiicre Canlihg

Q0,0

MTA

Biodentin
Neoliner LC
Bio C Repair

Kontrol

Theracal PT

Her bir materyali kendi i¢inde diliisyonlarina (%1, %5, %10) gore kiyasladiginda;
Sadece Biodentin diliisyonlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.05).

%1’lik diliisyonda %10’luk dillisyonuna gore hiicre canlilig1 anlamli derecede yiiksek
bulundu (tablo 9).

Tablo 10. Biodentin diliisyonlar: arasindaki hiicre canlih@1 oranlari

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
BIODENTIN

160,0

1500 g

1400

1300

1200
1100

1000

Hiicre Canlihg:

%1 %5 %10
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Antibiyotik patlarinin %]1°lik diliisyonlar1 arasinda hiicre canliligi agisindan

kontrol grubuyla aralarinda herhangi bir farklilik goriilmemis ancak her ii¢ grupta da

hiicre canliliginda artis gézlenmistir (p>0.05) (tablo 10).

Tablo 11. %1’lik derisimdeki antibiyotik patlar1 arasindaki hiicre canhlig oranlari

Hiicre Canlihg:

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

Derisim:%1

140,00

120,00

100,00 -_—

80,00

2'li pat
3’li pat
Kontrol

Antibiyotik patlarinin = %5’lik  diliisyonlar1 arasinda istatistiksel olarak

karsilastirma yapildiginda; 3’°1i antibiyotik pati hiicresel canlilikta kontrole gore anlamli

bir diislis gostermistir (p=0.001). %5’lik diliisyonlarin kendi aralarinda ve kontrol

grubuna gore hiicre canliligindaki degisimleri tablo 11°de 6zetlenmistir.

Tablo 12. %5’lik derisimdeki antibiyotik patlar1 arasindaki hiicre canhligi oranlari

Hiicre Canhihg

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

Derisim:%5

100,00 —

80,00

60,00

40,00

20,00

2'li pat
3'lu pat
Kontrol
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Antibiyotik patlarinin = %10’luk  diliisyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
karsilastirma yapildiginda; 2’li patta hiicre canliliginda kontrole gore bir diisiis goriilse de
bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). 3’lii patta goriilen hiicre
canliligindaki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001). %10’luk

diliisyonlarin kendi aralarinda ve kontrol grubuna gore hiicre canliligindaki degisimleri

tablo 12’de 0zetlenmistir.

Tablo 13. %10’luk derisimdeki antibiyotik patlar1 arasindaki hiicre canlihg@1 oranlari
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

Derisim:%10

100,00 -_—

80,00
60,00 i
40,00

20,00 i

Hiicre Canhlig

0o

2'li pat
3'la pat
Kontrol

2’li pat ve 3’li patin MTA ve Biodentin’le kombine kullanim1 sonucundaki 24
saat, 48 saat ve 72 saat arasindaki hiicre canlilig1 yiizdeler asagidaki tablo 13,14 ve 15°te

Ozetlenmistir.

Tablo 14. 24 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlihig: yiizdesi

24 Saat Uygulamasi
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Tablo 15. 48 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlihig yiizdesi

48 Saat Uygulamasi
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Tablo 16. 72 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlihig: yiizdesi

72 Saat Uygulamasi
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24 saat hiicre canlilig1 degerlendirmesinde; 3’lii pat+ Biodentin ve 3’lii pat+ MTA
kombinasyonlar1 arasinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05). 2’1i pat+ Biodentin ve 2’li+MTA kombinasyonlar1 arasinda
hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
2’li patt+ Biodentin kombinasyonu, 3’lii pat+ Biodentin’den hiicre canlilig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir (p=0.049). 2°1i pat+ MTA kombinasyonu,
3’li pat+ Biodentin’den hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis
gostermistir (p<0.01) 24 saat sonucundaki pat kombinasyonlar1 arasindaki hiicre canliligi

iligkisi tablo 16’da 6zetlenmistir.
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Tablo 17. 24 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlihig1 yiizdesinin istatiksel olarak karsilastirilmasi
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

24. saat
130,00

120,00 i
110,00 !

100,00 —

Hiicre Canhligi

90,00

Hi—
Hlll-

80,00

2’li pat+MTA
3'lU pat+MTA
Kontrol

2’li pat+ Biodentin
3’li pat+Biodentin

48 saat sonra hiicre canlilig1 verileri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; 2’li
pat+ Biodentin ve 2’li+MTA kombinasyonu kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (sirasiyla p=0.049, p=0.01).
2’li+MTA kombinasyonu; 3’lii pat+ MTA kombinasyonundan anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p=0.036). 48 saat sonucundaki pat kombinasyonlar1 arasindaki hiicre

canlilig: iligkisi tablo 17°de 6zetlenmistir.

Tablo 18. 48 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlilig1 yiizdesinin istatiksel olarak karsilastirilmasi
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

48, saat
180,00

160,00 i

140,00

Hiicre Canlilig

120,00

i
Hi~
I

100,00

80,00

2'li pat+MTA
3’1t pat+MTA
Kontrol

2’li pat+ Biodentin
3’li pat+Biodentin
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72 saat sonra hiicre canliliginda herhangi bir grupta kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). 72 saat sonra ornekler arasinda hiicre

canlilig1 karsilagtirmasi tablo 18’de 6zetlenmistir.

Tablo 19. 72 saat sonrasindaki antibiyotik pat biyoaktif materyal kombinasyonlar1 arasindaki

hiicre canlilig1 yiizdesinin istatiksel olarak karsilastirilmasi

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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4.2. Comet Test Sonuglari

Rastgele secilen 100 hiicre icerisindeki hasar derecelendirmesi sonuglar1 tablo

19°da gosterilmistir.
Tablo 20. Comet testi sonucu hasar degerlendirilmesi
4
0 1 2 3
(Maksimum
(Hasarsiz) (Az hasarlr) (Orta hasarl1) (Cok hasarl1)
hasarli)
%5 MTA 96 4 0 0 0
%S5 Biodentin 87 10 2 1 0
%S5 Theracal PT 80 16 2 0 2
%S5 NeoLiner LC 89 5 3 1 2
%S5 Bio C Repair 80 8 4 4 4
%1 Ikili
94 3 2 0 1
antibiyotik pati
%1 Uclii
76 23 1 0 0
antibiyotik pati
%1 ikili
97 2 1 0 0
pat+%SMTA
%1 ikili patt%5
92 6 1 1 0
Biodentin
%1 Uglii pat+ %S5
80 19 0 0 1
MTA
%1 Uglii pat+ %S5
] ) 90 7 1 2 0
Biodentin
Kontrol
97 1 0 1 1
(muamelesiz)

Hasar tiplerine gore formiile edilen genetik hasar indeksi sonuclar1 tablo 20°de

gosterilmistir.
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Tablo 21. Materyallerin Genetik Hasar indeksi

GDI (Genetik Hasar indeksi)
%1 2'li PAT 11
%5 MTA 4
%35 Therecal PT 28
%1 3'lii PAT 25
%35 Biodentin 17
%35 Neoliner LC 22
%35 Bio C repair 44
%1 2'li PAT+ %5 MTA 4
%1 2'li PAT+%5 Biodentin 11
Kontrol (muamelesiz) 8
%1 3'li PAT+ %5 MTA 23
%1 3'li PAT+%5 Biodentin 15

Rezin igerikli NeoLiner LC ve Theracal PT’ de sirasiyla 22 ve 28 sonucu
bulunarak hasar indeksleri benzerlik gdstermistir. 2°li ve 3’lii patlar arasindaki genetik
hasar indeksini karsilagtirdigimizda 2’li patin hasar indeksinin 3’lii pattan diisiik oldugu
hem MTA ve Biodentin kombinasyonunda hem de tek muamelelerinde goriilmiistiir.

Hasar simiflamasinda derece 2, 3 ve 4’iin toplamini1 veren hasarl hiicre yiizdesi
tablo 21 verilmistir. Cikan sonuglara gore en yiiksek hasarli hiicre yiizdesini %12 ile Bio
C Repair’de gostermistir. MTA “da hig hasarli hiicre goriilmezken bu deger Biodentin’de
%3 olarak bulunmustur. Rezin icerikli NeoLiner LC ve Theracal PT’de bu degerler

sirasiyla %6 ve %4 olarak tespit edilmistir.

Tablo 22. Materyallerin Hasarh Hiicre Yiizdesi

Hasarh Hiicre Yiizdesi

%1 2'li PAT 3
%5 MTA 0
%35 Therecal 4
%1 3'li PAT 1

%5 Biodentin

(9]

%35 Neoliner L.C 6
%35 Bio C repair 12
%1 2'li PAT+ %5 MTA 1
%1 2'li PAT+%35 Biodentin 2
Kontrol (muamelesiz) 2
%1 3'li PAT+ %5 MTA 1
%1 3'li PAT+%5 Biodentin | 3
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Biyoaktif materyallerin kontrol grubuna gore genotoksisite sonuglari istatiksel
olarak degerlendirildiginde; MTA, kontrol grubuna benzer bir genotoksisite gostermistir
(p<0.001). Bio C Repair, MTA ve kontrol grubundan daha fazla bir genotoksisite
gostermistir (p<0.001). Theracal PT ve Bio C Repair benzer genotoksisite gostermistir
(p<0.001). Biodentin ve NeoLiner LC benzer genotoksisite gostermis olsa da; bu deger
kontrolden daha fazla ancak Theracal PT ve Bio C Repair’dan daha diisiik bulunmustur
(p<0.001).

Antibiyotik patlar1 arasindaki genotoksisite sonuglar1 istatiksel olarak
degerlendirildiginde; 3’1l pat, 3’li pat+ MTA, 3’li pat+ Biodentin benzer sonuglar
vermistir (p<0.01). 3’1ii pat ve 3’1l pat+ MTA kontrol grubuna gore daha yiiksek hasar

orani gostermistir (p<0.01).

4.3. Yara Cizik Deneyi
Yara ¢izik deneyi sonucunda test edilen materyallerin yara iyilesme sekilleri sekil

20 ve 21°de ozetlenmistir.

KONTROL MTA BIODENTIN BiO CREPAIR THERACALPT  NEOLINER LC

Sekil 19. Yara ¢izik deneyi sonucu biyoaktif materyallerin mikroskop goriintiisii
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2L 30
KONTROL 2'Li PAT 3'LU PAT PAT+BIODENTIN  PAT+BIODENTIN  2’Li PAT+MTA 3’LU PAT+MTA

Sekil 20. Yara c¢izik deneyi sonucu antibiyotik patlarinin mikroskop goriintiisii

24 saat sonundaki yara kapanma miktarinin mikroskop goriintiisii sekil 20 ve
21°de gosterilmis olup sonuglar tablo 22’de 6zetlenmistir. Cikan sonuglara gore higbir
materyalin muamele edilmedigi kontrol grubu %24 bir kapanma oran1 gostermistir. MTA
ve Biodentin’in hiicre gocii arttirdigi goriilmiis olup kapanma ytizdesi sirasiyla %37 ve
%31 bulunmustur. Rezin igerikli NeoLiner LC ve Theracal PT’de hiicre gd¢ilinii uyarmis
olup kontrol grubuna gore artmis ylizde oran1 gostermistir. En yiiksek hiicre gocii %50
ile Bio C Repair’de gozlenmistir. Elde edilen veriler ikili antibiyotik patinda da hiicre

gbclniin arttirdig1 géstermis; ancak {iglii pat, kontrol grubuna gore daha diistik bir yilizde

vermistir.
Tablo 23. Test edilen materyallerin migrasyon yiizdeleri
Migrasyon Yuzde Grafigi
- 60
n 50
8 40
b= 30
> 20
[1-]
£ 10
c 0
§ 1- 5 3- 4- s
N s - ey UH - _ _ _ _
L AR A T I A T T e e L
Pat+ Pats Pat+Bi| Pat+ Repai 3'li | Neoli MTA There Biode| 2'Ll ROL
Biode odent| Biode p Pat |ner LC cal ntin Pat
. MTA . . r
ntin in ntin
M Uygulama no.| 34,12 | 48,73 | 28,81 | 27,73 /50,57 | 20,34| 39 | 37,17 35,34 31,03|46,78| 24,01
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5. TARTISMA

Cocuk dis hekimliginde siklikla uygulanan tedavilerden biri de vital pulpa
tedavileridir. Ciirik veya travma sonucunda hastalarin siit veya daimi dislerine gesitli
pulpal tedaviler uygulanmaktadir. Bu tedaviler sonucunda eger basar1 saglanirsa disler
vital bir sekilde korunabilmektedir. Vital pulpa tedavileri; direkt pulpa kaplamasi,
indirekt pulpa kaplamasi ve pulpotomidir (Endodontology 2006).

Vital pulpa tedavilerinin ge¢miste kalsiyum hidroksit ile yapilmasi
onerilmekteydi. Malzeme biliminin ilerlemesiyle siit ve daimi disler i¢in glinimiizde yeni
tip materyaller gelistirilmistir [174]. Artik tamirden ziyade peri-radikiiler ve pulpal
dokularin rejenerasyonunu saglayabilecek biyouyumlu ve biyoaktif materyaller
gelistirilmistir. Ozellikle biyoseramikler iyi biyouyumluluk ve biyolojik aktivite
gostermesinden dolayr klinik pratik uygulamalarda yaygin olarak tercih edilmektedir
[175].

Biz bu ¢alismada vital pulpa tedavilerinde kullanilan yeni materyallerin sitotoksik
ve genotoksik Ozelliklerini inceleyerek, giiniimiizde altin standart olarak kabul edilen
MTA ve Biodentin ile karsilastirdik. Bu yiizden yeni gelistirilen ve heniiz {izerinde ¢ok
calisma yapilmamis Bio C Repair, Theracal PT, NeoLiner LC materyallerini calismamiza
dahil ettik. Bu materyaller arasinda olas1 bir doz-yanit iliskisini gézlemleyebilmek adina
tiim materyaller %1, %5, %10’luk konsantrasyonlarda hiicrelere muamele edilmistir.

Kolay uygulanabilmesi ve maliyet agisindan daha avantajli olmasi1 nedeniyle in
vitro ¢aligsmalar 6nem tasimaktadir. Genotoksisite ve sitotoksisite degerlendirilmesinde
de siklikla hiicre kiiltlirii ¢calismalart kullanilmaktadir [176], [177], [178]. Bu nedenle
calismamizda in vitro testlerden faydalandik.

Laboratuvar ortaminda sitotoksisite testleri planlanirken, test edilecek
malzemelerin pratikteki kullanim seklinin dogrudan ya da dolayli temas ile taklit edilmesi
hedeflenmelidir. Indirekt temas ydnteminde, malzemeler ile hiicreler arasina milipor
filtre, dentin bariyeri ya da agar kaplama gibi kat1 bir katman yerlestirilmesi Onerilir.
Direkt temas yontemi ise malzemelerden elde edilen ekstraktlarin hiicrelere uygulanmasi
veya malzemelerin dogrudan hiicrelerin iizerine yerlestirilmesi ile gergeklestirilir [179],
[180]. Calismamizda direkt temas yontemiyle elde edilen ekstratlar hiicrelere muamele

edilmistir.
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Vital pulpa tedavilerinde dentin tiibiilleri ile araciligiyla veya dogrudan pulpa
dokusuyla materyal arasinda bir temas olmaktadir. Bu temas nedeniyle materyalin
biyouyumlulugu klinisyenler agisindan onemlidir. Sitotoksisite gosteren materyaller
pulpada enflamasyona yol acabilir; bu da geri doniisiimsiiz sekilde pulpayi tehlikeye atip,
ve pulpa nekrozuna yol acabilir [181], [182], [183]. Bu durum secilecek malzemenin
biyouyumlu olmasi acgisindan Onem tasimaktadir. Calismamizda biyouyumlulugu
degerlendirmek amaciyla hiicrelere MTT testi uygulanmastir.

Biyouyumluluk sadece MTT testi ile degerlendirilmez. Bu test biyouyumlulugun
sadece bir yoniidiir. ilave olarak sitokompabilite agisindan hiicre apaptozu, hiicre gogii ve
yapismasi gibi bazi parametreler de degerlendirilmelidir [184]. Yaptigimiz calismada
MTT testine ilaveten hiicrelerdeki genotoksisite tespiti i¢in Comet testi ve hiicre gogiinil
degerlendirmek i¢in de Wound Healing Yara Cizik deneyi uygulanmistir.

Cok derin kavitelerde dentin kalinligr 0.25 ile 0.1 mm kaldiginda ya da direkt
pulpa ac¢iga ¢iktiginda pulpa hiicreleri ilgili bolgeye go¢ edip farklilagarak tersiyer dentin
olusumunu uyarir [185]. Biyoaktif materyallerin iyilesme siirecini geciktirebilecek ya da
hizlandirabilecek maddeler saldigi iyi bilinmektedir [186]. Bu nedenle, hiicrelerin
migrasyonu iyilesme i¢in 6nem bir rol oynar. Pulpal inflamasyon veya yaralanma sonrasi
hiicre gdglinii belirtmek amaciyla yara iyilesme testi gergeklestirilmistir. Bu test ile
materyaller aras1 go¢ yetenegi karsilagtirmasi yapilmastir.

Singh ve arkadaslar1 1988’de, X-isinlarina ve hidrojen peroksite maruz kalan
hiicrelerdeki DNA hasarini kantitatif olarak 6lgmek igin basit bir teknik tanimladilar. Bu
teknik, daha sonra “’Comet testi’’ olarak tanindi. Bu test duyarliligi ile tek hiicrelerde
DNA hasarini tespit etme kabiliyetiyle one ¢ikti. Genotoksisiteyi Olgen baska testler
olmasma ragmen, diisiik maaliyeti, ¢cok yonliiliigi ve giivenilir sonuglar elde etme
yetenegi sayesinde, Comet testi giiniimiizde ¢ok popiilerdir [187], [188]. Yaptigimiz
calismada materyallerin ne kadar gen hasar1 biraktigini tespit edebilmek i¢in hiicrelere
Comet testi yapilmistir.

Mevcut calismada, SDPKH hiicrelerinin sinir krest hiicrelerinden dogrudan
tiremis olmalar1 ve daha diisliik olgunluk diizeyine sahip olmalar1 sebebiyle tercih
edilmistir. Bu hiicreler, diger kok hiicre kaynaklarina nazaran daha hizli bir cogalma orani
sergilemektedir. SDPKH'in, daimi dis pulpas1 kok hiicreleri (DPKH) ve kemik iligi

mezenkimal kok hiicrelerine (KIMKH) kiyasla farkl: hiicre tiplerine doniisme kapasitesi
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daha yiiksektir. SDPKH, odontoblast, osteoblast, kondroblast, ndronlar ve adipositler gibi
cesitli hiicre tiirlerine doniisebilme yetenegine sahiptir. SDPKH'in popiilasyonun iki
katina ¢ikma (PD) degeri 140'1n iizerinde olup, bu oran DPSC (60—120 PD) ve BMMSC
(30-50 PD) ile karsilastirildiginda oldukca iyidir [189].

Diger caligmalardan farkli olarak [190], [191] mevcut ¢alismamizda; MTA,
Biodentine, Neoliner LC, Theracal PT, Bio-C Repair gibi biyoaktif materyallerin islevsel
farklilasma Ozelliklerini dogrudan temas yontemiyle test etmek i¢in model hiicre hatti
olarak SDPKH’i kullanilmastir.

Calismamizda kalsiyum silikat igerikli materyalleri yiiksek biyouyumluluklari,
rejeneratif Ozellikleri sayesinde dentin kopriisii olusturmalart ve osteokondiiktif
ozellikleri sebebiyle tercih ettik [192]. Kalsiyum silikat iceren materyallerden en yaygin
kullanilan ve bilineni MTA’dir [193]. MTA’nin renklesme, gec sertlesmesi gibi
dezavantajlarindan dolay1 yeni bir materyal olan Biodentin gelistirilmistir. Biodentin
trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat ve zirkonyum oksit icermektedir [194]. Mevcut
calismamizda, tiim malzemelerin (%5 ve %10’luk antibiyotik patlari hari¢) ISO 10993-5
standardina goére Onerilen minimum %70 bagil hiicre canliligini sagladig goriilmustiir.
Ayn1 zamanda bu malzemeler hiicre proliferasyonunu gosteren %100’{in {izerinde hiicre
canlilig1 degerleri gdstermistir. Bu calismada MTA Angelus’un tiim seyreltmelerinde
hiicre sayis1 artmis olup en yiiksek hiicre artis1 %1°lik diliisyonda (%134,9) goriilmiistiir.
Ayni sekilde Biodentin’in tiim dillisyonlarinda hiicre artis1 goriilmiis olup en yiiksek
%1°lik dilisyonda (%150,4) hiicre artis1 olmustur. %1 diliisyondaki Biodentin MTA
Angelus’dan daha fazla hiicre artis1 gostermis olup bu fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Gonzalez ve arkadaslari, cesitli Biodentin dillisyonlarinin mevcut oldugu
caligmalarinda hiicre canliliginin MTA Angelus ve Theracal LC’den anlamli derecede
yuksek oldugunu bildirmistir. Biz de c¢alismamizda Gonzalez ve arkadaslari gibi
SDPKH’ni kullandik ve onlarin ¢alismalariyla uyumlu sonuglara ulastik [191]. Farkli bir
calismada Poggio ve arkadaglar1 da, fare odontoblast hiicre hatti (MDPC23) kullanarak
Biodentin’in MTA Angelus ve ProRoot MTA’ya kiyasla daha biyouyumlu oldugu
sonucunu rapor etmislerdir [195].

Bir baska calismada, insan periodontal ligament fibroblastlar1 ile farkh

inkiibasyon siirelerinin ardindan MTA, CEM (Kalsiyumla zenginlestirilmis siman) ve
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Biodentin’in etkileri incelenmistir. MTA ve CEM, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda %90’1n iizerinde hiicre canliligi sergilemis; ancak 72 saatlik inkiibasyon
siiresinin ardindan hiicre canliliginda belirgin bir azalma meydana gelmistir. Biodentin,
24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan anlamli derecede daha diisiik bir hiicre canlili1
(%73) gostermis, buna karsin 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde %90’1n {izerinde
hiicre canlilig1 gézlemlenmistir [196].

Zanini ve arkadaglari, Biodentin ile uyarildiktan 2 giin sonra fare pulpa
hiicrelerinin ¢ogalmasinda belirgin bir diisiis gdzlemlediler; bu durumun materyalden
kalsiyum hidroksit salinimi1 ve pH seviyesindeki artistan kaynaklanabilecegini one
siirdiiler [197]. Benzer bir bulgu, Luo ve meslektaslar1 tarafindan Biodentin’e maruz
kalan insan dental pulpa kok hiicreleri ile elde edildi [198]. Bu sonuglardaki farklilik,
degerlendirilen hiicre tipine, sitotoksisiteyi belirleme yontemine, hiicrelerin materyallerle
dogrudan temas durumuna, kullanilan materyallerin konsantrasyonuna ve incelenen
zaman dilimlerine bagl olabilir.

Yaptigimiz ¢alismada yara ¢izik deneyi uygulanmis olup MTA’ da hiicre gogii
yiizdesi %37, Biodentin’de %31 olarak bulunmugstur. Her iki malzeme de hi¢gbir materyal
uygulanmayan kontrol grubuna gore daha fazla goc yiizdesi vererek hiicrelerin migrasyon
yetenegini indiikledigini diistindlirmektedir. Sonuglarimiz Biodentin ve MTA’nin
SDPKH’inde hiicre gogiinii arttirdigini gosteren benzer bir ¢alismayla uyumludur [191].
Zhu ve arkadaslar1 da bizim ¢alismamizda buldugumuz sonuglara benzer olarak MTA nin
DPKH’in go¢iinii arttirdigini bildirmislerdir [199]. Benzer bir calismada da ProRoot
MTA ve Biodentin’in 24 saat i¢inde hiicre gociinii tesvik ettigi rapor edilmistir [200].

Omidi ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada CEM ve Biodentin’in hiicre go¢iinii
MTA’dan daha ¢ok uyardigim1 gozlemlediler [201]. Sonuclarimizdaki bu farklilik
yazarlarin hiicre gocii icin Transwell gog testi gibi farkli bir test metodu kullanmasindan,
MTA’nin hazirlandiktan sonra hiicrelere muamele edilme siiresinin farkliligindan ve test
edilen hiicrenin farkliligindan kaynakli olabilir.

Kim ve arkadaslar1 yara ¢izik deneyi ile Biodentin, MTA, Theracal LC’yi
degerlendirdikleri bir ¢alismada MTA ile Biodentin arasinda hi¢bir zaman diliminde
hiicre go¢ii agisindan anlamli bir fark gézlemlemediler bununla birlikte Theracal LC’nin

hiicre go¢iinii azalttigin1 buldular [202]. Mevcut calismada 24 saatlik test sonucunda
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MTA ve Biodentin’in hiicre goc¢iinii arttirmis oldugunu bulduk. Bu sonug literatiirdeki
benzer ¢aligmalar ile uyum igindedir.

Hasweh ve arkadaglarit SDPKH hiicrelerinde bakilan migrasyon ve sitotoksisite
testi sonuclarma gore Biodentin’in 2 mg/ml, 0.2 mg/ml ve 0.02 mg/ml
konsantrasyonlarinda proliferasyon ve hiicre goclinde 6nemli bir artis gdzlemlediler,
ancak daha yiiksek Biodentin konsantrasyonun (20 mg/ml) hiicreler iizerinde sitotoksik
etki gosterdigini rapor etmislerdir [203]. Bir baska c¢alismada, Biodentin, MTA ve
Kalsiyum hidroksitin SDPKH’ler iizerindeki migrasyon etkisi incelenmis ve Kalsiyum
hidroksit ile karsilastirildiginda Biodentin ve MTA’da artmis hiicre go¢ii rapor edilmistir
[204].

Kunert ve arkadaslar1 Biodentin, MTA Angelus, ProRoot MTA, Activa
BioACTIVE gibi biyoaktif materyallerin genotoksisiteye degerlendirdikleri bir calismada
Theracal LC disindaki malzemelerde 6nemli bir DNA hasar1 rapor etmemislerdir [205].
Yapilan baska bir ¢calismada da Biodentin, MTA ve Theracal LC’nin Comet testi ile fare
fibroblastlar1 ilizerindeki genotoksik etkisine bakilmis ve hicbir materyal genotoksik
bulunmamistir [206]. Bu caligmalarin sonuglar genotoksisite agisindan MTA ve
Biodentin bulgularimizla uyumludur.

Baska bir ¢alismada 1.929 hiicreleri iizerinde yapilan Comet testinde Dermabond
ve MTA’nin, hi¢bir zaman diliminde DNA hasarina neden olmadigi; TheraCal’in tiim
zaman dilimlerinde DNA hasaria neden oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlendigi rapor edilmistir. Yazarlar Genotoksisite verilerinde, MTA ve Dermabond'un
pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli bir fark géstermedigini bulmuslardir [207].
Bizim ¢alismamizda da MTA materyali genotoksisite gdstermemistir ve kontrol grubuyla
benzer sonuglar vermistir. Bu ¢alismadaki Therecal ilk nesil oldugu icin sitotoksisite
acisindan bizim ¢alismamizdan farkli sonug verdigi diistiniilmektedir.

Test edilen bir diger biyoaktif materyalimiz Theracal PT dir. Calismamizin MTT
test sonuglarina gore, aralarinda anlamli bir fark olmaksizin Theracal PT nin her {i¢
dilisyonunda da hiicre ¢ogalmasi goriilmiistiir. Bu ¢ogalma Biodentinin en yliksek
cogalma gosteren %! lik dilliasyonuna yakindir. Yapilan bagka c¢aligmalarda da
konsantrasyonlar arasi1 fark bulunamamistir ve sitotoksik etki gézlemlenmemistir [208],
[209]. Sanz ve arkadaglar1 TheraCal PT, onciisii olan TheraCal LC'ye kiyasla DPKH'ler

tizerinde in vitro sitotolerans ve mineralizasyon potansiyeli acisindan iyilestirilmis bir
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performans gosterdigini ve Biodentine ile karsilagtirilabilir biyolojik 6zelliklere sahip
oldugunu raporlamiglardir [208].

Rodriguez-Lozano ve arkadaglarinin Theracal PT ve Theracal LC’yi
karsilastirdig1 calismada ¢ikan sonug¢ yaptigimiz ¢alismayla uyumlu olarak Theracal
PT’yi daha biyouyumlu bulmus ancak MTA grubu diger gruplardan daha fazla hiicre
canliligi gostermistir. Bizim g¢alismamizda MTA ile Theracal. PT arasinda hiicre
cogalmasi acisindan anlamli bir fark tespit edilememistir [209].

Calismamizda yara ¢izik deneyi ile 24. saatteki gog¢ yiizdesi agisindan Theracal
PT, Biodentin’den yiiksek MTA’dan diisiik bulunmustur. Bu sonuglar Theracal PT’ nin
migrasyonu destekledigini diigiindiirmektedir. Yapilan baska bir caligmada yara ¢izik
deneyi ile hem Biodentin hem Theracal PT nin 1:4’liik diliisyonlar1 48. ve 72. saatte
kontrol grubuna benzer goc sergileyerek ¢alismamizla benzer sonuglar géstermistir [208].
Baska bir ¢alismada migrasyon i¢in yara ¢izik deneyine bakilmis ve seyreltilmemis
Theracal PT ile kiiltiirlenen DPKH'lerin sergiledigi hiicre migrasyonu oranlari, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 24, 48 ve 72. saatlerde 6nemli Olciide diisiik bulunmus,
ancak bu etki 1:2 ve 1:4 dillisyonlarinda belirgin bulunmamistir [209]. Bunun sebebi
olarak bakilan hiicrelerin farklili1, seyreltme oranlari ve bakilan siire gosterilebilir.

Kiiden ve arkadaslarinin Theracal PT, Theracal LC ve MTA’y1 degerlendirdikleri
caligmalarinin test sonucuna gore; Theracal PT ve Theracal LC’de 3.giin canl1 hiicre tespit
ederken, 7.gilin canli hiicre kalmadigin1 gostermislerdir [210]. Calismalarinda bu sonucu
elde etmelerinin nedeni olarak, materyallerin konsantrasyonlarini ve ¢alisma siirelerini
gostermiglerdir.

Panda ve arkadaslar yaptig1 ¢calismada MTT testi ile hiicre canliligini 24, 48 ve
72 saat olarak incelemis ve PRF’nin Theracal PT ve MTA’dan daha fazla hiicre
proliferasyonunu uyardigin1 gostermiglerdir. Therecal PT’nin 72.saat MTT test
sonuglarinin 24 ve 48. saatten belirgin sekilde yiiksek oldugu ve en yiiksek sonucu
PRF’ten sonra Theracal PT’nin gosterdigi sonucuna varmislardir [211]. Saber ve
arkadaslar1 yaptiklart baska bir calismada Theracal PT, NeoPutty ve Biodentin’i
sitotoksisite ve hiicre go¢ii bakimindan karsilastirmislardir. Asil amaglari rezin iceren ve
icermeyen kalsiyum silikat igerikli materyalleri karsilastirmak olan caligmalarinda
bizimle benzer sekilde MTT testi ve Yara ¢izik deneyini kullanmiglar. Materyallerin 1:1,

1:2, 1:4 diliisyonlarda 7 giin boyunca hiicrelere etkisini incelemisler ve sonucunda 1:1
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seyreltmede Theracal PT en diisiik hiicre canliligini gosterirken diger diliisyonlarda 3. ve
7.giin tim materyallerin benzer hiicre canlilig1 gosterdigini rapor etmislerdir. Hiicre gocii
sonuglarma gore de TheraCal PT nin, acik yara kapanma yiizdesi agisindan en diisiik
degeri verdigini gostermislerdir [212]. Bizim ¢alismamizda Theracal PT’nin en diisiik
diliisyonunda Biodentin’den daha az hiicre ¢ogalmasi1 goriiliirken diger diliisyonlarda
Theracal PT de daha fazla hiicre ¢cogalmasi goriildii ancak bu istatiksel olarak anlamli
degildi. Yara kapanma yiizdesi olarak Biodentin, Theracal PT den diisiik etkili bulunmus
olup her iki materyalin de kontrole kiyasla hiicre ¢ogalmasini indiiklemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Calismalarimiz arasindaki farkliligin nedenini kullanilan hiicre tipine
ve test siiresine bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Novotna ve arkadaglar farkli konsantrasyonlarda ApaCal ART, Theracal LC gibi
rezin igerikli pulpa kaplama ajanlarin1 MTT testi kullanarak Biodentin ile karsilagtirdilar.
Calismalarinda tiim konsantrasyonlarda, incelenen tiim rezin igerikli malzemeler igin
hiicre canliliginin Biodentin'e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
oldugunu buldular. Theracal PT’de biiyiik diisiisler gézlemlendigini bildirdiler [213].
Bizim ¢alismamizda konsantrasyonlar %10, %5, %1 oldugu i¢in aksine hiicre ¢ogalmasi
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda %1°lik diliisyon haricinde Theracal PT, Biodentin’den daha
fazla cogalma gostermistir. Bu farklilik sebebinin konsantrasyonlardan kaynakli olabilir.
Ayrica mevcut c¢alismada proliferasyon potansiyeli yiiksek SDPKH hiicrelerinde
inceleme yapmisken yazarlar calismalarinda fare fibroblasti kullanmislardir. In vitro
sitokompalite testlerinden elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda Theracal PT tiim
seyreltilerinin SDPKH’lere kars1 bir sitotoksisite gostermedigini gorillmiistiir.

Bilgilerimiz dahilinde dental literatiirde Theracal PT ile ilgili hi¢cbir genotoksisite
calismast bulunamamistir. Mevcut veriler 1s1¢inda Biodentin ve yine rezin esash
NeoLiner LC ile karsilastirmamiz sonucunda; genetik hasar indeksi Theracal PT icin,
NeoLiner’den ve bidentin yiiksek bulundu. Istatiksel olarak kontrol grubu ve diger
biyoaktif materyallerden daha yiiksek genotoksisite gosteren Theracal PT; Bio C Repair
ile benzer genotoksisite gostermistir.

Calismamizda Bio-C Repair’in sitotoksisitesine, hiicresel goce etkisine ve
genotoksisitesine bakilmistir. Yapilan MTT testi sonucuna gore tiim derisimlerinde hiicre
cogalmasini uyarmis olup %10’luk derisiminde en az hiicre ¢ogalmas1 goriilmiistiir;

ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Benetti ve arkadaslar1 da yaptiklar
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calismada MTA Repair HP ve Bio-C Repair’in biyouyumlu oldugunu ve
biyomineralizasyon kapasitesine sahip oldugunu bildirdiler [214]. Ayni sekilde Pedrosa
ve arkadaslar1 da Biodentine, Bio-C Repair ve MTA Repair HP, PDLKC'lerin
proliferasyonunu indiikleyebildigini gostermislerdir [215].

Yapilan bagka bir ¢alismada NIH 3T3 {izerinde yapilan MTT testi sonuglarina
gore; Bio-C Repair dahil test edilen Biodentin, MTA Repair HP ve Bio-C Repair fon+
gibi diger materyallerinde sitotoksik davramis sergiledigini ve MTA’nin en toksik
oldugunu bulunmustur. Ayrica mineralize doku olusumunu arttirmak amaciyla metal
iyonlar1 eklenen Bio-C Repair fon+’1n orijinal versiyonundan daha az hiicre canliligi
gostermis oldugu sonucuna varimistir. Buna sebep olarak da metal iyonlarimi
gosterilmistir [216]. Calisma sonuglarinin farklilik gdsterme sebebi; her biri materyallere
farkl tepki veren farkli hiicre grubunun kullanilmasi olabilir. Ayni1 zamanda bu ¢alismada
biyoaktif materyaller farkli derisimlerde bakilmamustir.

Abrao ve arkadaslari MC3TE osteoblastik hiicreleri {izerinde yaptiklar
caligmalarinda Bio-C Repair ve farkli biyoaktif materyallerin sitotoksisitesini ve
genotoksisitesini incelemisglerdir. MTT test sonucuna gére MTA Angelus ve MTA-HP
kontrol grubuna gore fark gostermezken Bio-C Repair ve Endosequence BC Root
Repair’in  (ERRM) hiicrelerde azalma gosterdigini rapor etmislerdir. Arastirici
ERRM’nin hiicre canliliginin Bio-C Repair’den az oldugunu; ancak hiicre canliligi
%70’in altina diismedigi i¢in sitotoksik olabilecegini rapor etmiglerdir. Yazarlar Bio-C
Repair’in iiretici talimatlarinda yazdig1 gibi 12 saatte sertlesmedigi i¢in hiicrelere temasta
daha sitotoksik ¢ikmis olabilecegini tartismislardir [217]. Bizde malzemelerin karistirma
asamasinda Bio-C Repair’in belirtilen kosullarda bekletildigi halde tam olarak
sertlesmedigini gozlemledik. Ancak bizim g¢aligmamizda MTT testi malzeme 4 giin
bekletildikten sonra yapildigi ic¢in sonuglar farkli ¢ikmis olabilir. Ayni1 zamanda
calismada test edilen hiicrelerimizin farkliligi da sonuglart etkiledigini diisiinmekteyiz.
Ayni calismada genotoksisiteye de bakilmis testin 1.gilinii tim gruplarin benzer sonuglar
verdigini ancak 7.giin Bio-C Repair ve ERRM’nin MTA-HP ve MTA Angelus’tan 6nemli
Olcii de daha yiiksek sonuglar verdigini gozlemlediler. Bu ¢alismada [217]
genotoksisiteye mikroniikleus testiyle bakilmis ve Bio-C Repair’in diger materyallere

gore daha genotoksik oldugu sonucuna varmiglardir. Mevcut calismamizda da bu
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caligmayla uyumlu olarak Bio-C Repair’in diger baktigimiz biyoaktif materyallere gore
daha genotoksik oldugunu gézlemledik.

Immich ve arkadaslarinin 1929 hiicrelerini kullanarak yaptigi hiicre canliligi
testinde Bio-C Repair’in hiicre canliligina etkisi, bizim ¢alismamizda elde ettigimiz
bulgularla uyumludur. Biodentin, ProoRoot MTA, MTA Angelus, EndoSequence
inceledikleri diger materyal gruplaridir. Caligmalarinda tedavi edilmeyen kontrol
hiicrelerinin canliliginm1 %100 olarak kabul etmislerdir. Yazarlar ¢alismalarinda
TheraCal’in en yliksek hiicre canliligin1 gosterdigini bulmuslardir [218].

Bio-C Repair ile ilgili yapilan baska bir calismada; karsilastirilan Biodentin,
ProRoot MTA ve Bio- Repair C arasinda MTT testi sonuglarinda istatiksel olarak anlaml1
bir fark bulunamamistir ve hicbiri DPKH’ler {izerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi rapor edilmistir [219].

Silveira ve arkadaslar yaptiklari bir calismada; Bio C Repair, Biodentin, Theracal
LC ve Bbio membran’in SDPKH’ler iizerindeki sitotoksik etkisini MTT testi ile
incelediler. Testin sonucunda 1:1 diliisyonda Bio C Repair ve Biodentin diisiik hiicre
canlilig1 gostermis oldugunu ve negatif kontrolle anlamli bir fark tespit edilmedigini
gozlemlediler. 48. saatte yine 1:1 diliisyonda Bio C Repair’in sitotoksisite gosterdigini
rapor etmislerdir. 1:2 diliisyonda Bio C Repair; Biodentin harig tiim materyallerden daha
yuksek canlilik gosterdigini ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu buldular. Tiim
stirelerde (24, 48, 72 saat) Biodentin ve Bio C Repair 1:1 dillisyonunu 1:2 diliisyondan
sitotoksik buldular. Bizde de daha seyreltik diliisyonlarda hiicre ¢ogalmasi daha fazla
olmustur. Ancak bizim ¢alismamizda higbir diliisyonda Bio C Repair sitotoksik etki
gbstermemistir bunun sebebini tiim Orneklerimizin daha fazla seyreltilmis olmasiyla
aciklayabiliriz [220].

Maru ve arkadaglar1 yaptiklari calismada Bio C Repair, Biodentin ve MTA Repair
HP’nin sitotoksisitesi karsilastirildi. MTT testi sonuglarina gore 1:4 diliisyonda hiicre
canlilig1 siralamasini yiiksekten diisiige dogru Biodentin, Bio C Repair ve MTA Repair
HP olarak buldular [221]. Bizim ¢alismamizda yiizde olarak en ¢ok Biodentin sonra Bio
C Repair ve MTA Angelus olsa da MTA ve Bio C Repair arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemis ve hepsi birbirine yakin sonuglar gostermistir. Bunun sebebi bizim

kullandigimiz diliisyonlarin daha seyreltik olmasi olabilir.
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Campi ve arkadaglari calismalarinda MTA, Biodentine ve Bio-C Repair’in
sitotoksisitesine ve hiicre gogiine baktiklar1 caligmalarinda. 1:1 seyreltmede tiim
materyaller kontrol grubuna gore daha diisiik hiicre canliligi gosterdigini ancak diger
seyreltilerinde kontrol grubuna benzer ya da daha yiiksek hiicre canlilig1 gosterdigini
buldular. Hiicre gogii testinde MTA ve Biodentin 2. glinde daha fazla hiicre gocii
gosterdigini ve tiim materyallerde 3 giinde tam go¢ saglandigini buldular [222]. Calisma
bizim sonuglara uyumlu olsa da go¢ sonuglarindaki bu farklilik incelenen farkli hiicre
gruplarina bagl olabilir.

Mevcut c¢alisma bilgilerimiz dahilinde, bu NeoLiner LC’yi degerlendiren ilk
calismadir. Bu ¢aligmada vital pulpa tedavilerinin basarisi agisindan énemli olan hiicre
proliferasyonu, gocii ve genotoksisitesi degerlendirilmistir. Cikan sonuglar dogrultusunda
MTT testine gore NeoLiner LC kendisi gibi rezin igeren Theracal PT ile
karsilastirildiginda her ikisi de hiicre ¢ogalmasini uyarmig olup higbir diliisyonunda
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. Ayrica MTA ile
karsilastirdigimizda her ti¢ diliisyonunda da MTA’dan daha fazla hiicre ¢ogalmasini
uyarmis olsa da aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.

Genotoksisiteyi degerlendirmek i¢in yaptigimiz Comet testi sonuglarina gore;
NeoLiner LC’nin genotoksisitesini MTA’dan yiiksek bulsak da; Theracal PT ve Bio C
Repair’e gore daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir. Her ne kadar firetici firma
NeoLiner LC’nin direkt pulpa kaplamasi i¢in uygun olmadigini belirtmis olsa da konu
hakkinda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Wound healing hiicre gocii testi sonuglarima gore NeoLiner LC’nin Theracal
PT’ye oranla daha yiiksek yara kapanma ylizdesi verdigini ve her iki materyalinde
kontrole oranla hiicre gd¢iinii arttirdigr gézlemlenmistir.

Calismamizda degindigimiz bir diger konu da Lezyon sterilizasyonu ve doku
onarimt (LSDO)’dir. Cocuklarda kok kanal sisteminin karmasikligi, kooperasyon
eksikligi ve baz1 komplikasyonlarin yasanmast LSDO’nun kanal tedavisine bir alternatif
olarak uygulanmasina yol agmistir [223]. LSDO’nun en 6nemli agamalarindan biri pulpa
kanal sisteminin dezenfeksiyonu i¢in antibiyotik patinin hazirlanmasidir. En ¢ok
kullanilan kombinasyonlardan biri de, Takushige ve arkadaslar1 tarafindan Onerilen
metronidazol- siprofloksasin-minosiklin karigimidir [224]. Ancak antibiyotik patlar

icerisine  katilan Minosiklinin  dislerde renklenme yapmasi sebebiyle yeni
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kombinasyonlar aranmaya baglanmistir. Amoksisilin, tetrasiklin, fosfomisin, klindamisin
ve sefaklor yeni denenen antibiyotikler arasinda gosterilmistir [225].

Minosiklin ¢ikartilarak yerine klindamisin eklendigi bir ¢alismada; metronidazol-
siprofloksasin-minosiklin ~ patiyla ~ metronidazol-siprofloksasin-klindamisin ~ pati
karsilagtirtlmisttr. MTT bulgularinin analizi, 100 pg/ml mikrosiklin-siprofloksasin-
klindamisin ve 200 pg/ml mikrosiklin-siprofloksasin-minosiklin kullaniminin, kontrol
grubuna kiyasla ilk 24 saat i¢inde kok hiicreler iizerinde olumsuz bir sitotoksik etki
yaratmadig1 gosterilmistir. Hiicre canlilig1 daha yiiksek konsantrasyonlarda azaldigini,
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli olmadigini raporlanmistir [226].

Dr. Takushige, Dr. Hoshino, ve Dr. Sato Lezyon sterilizasyonu ve doku onarimi
icin ikili antibiyotik pat1 (Siprofloksasin-Metronidazol) kullanan ilk arastirmacilardir.
Arastirmacilar, baslangicta ticlii antibiyotik patini gelistirmislerdir, ancak daha sonra, ikili
antibiyotik patinin da etkili olabilecegini gosteren ¢alismalar yapmiglardir.

Uclii antibiyotik pat1 ayn1 zamanda revaskiilarizasyonda da kullanilmaktadir;
ancak kullanilan kesin doz heniiz belirlenememistir. Goriintisii goére su anda asir1 dozlar
kullanilmakta ve bu durum kalan hiicrelere zarar vererek dokunun iyilesmesini olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlu ii¢lii patin kalan pulpa dokusuna ve
periradikiiler alana zarar verebilecegi bir¢ok arastirmaci tarafindan tartistlmistir [227],
[228].

Mevcut c¢alismamizda ikili antibiyotik patinin ve tetrasiklin-metronidazol-
siprofloksasin igeren {i¢lii antibiyotik patinin sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Ayni
zamanda klinigi birebir taklit etmesi amaciyla dnce antibiyotik patlar1 daha sonra MTA
veya Biodentin hiicrelere muamele edilmistir. Cikan sonuglarda %1°’lik derisimde tiglii
patin %1 °lik ikili pattan daha az hiicre cogalmasini uyarmasina ragmen aralarinda anlaml
bir fark tespit edilememistir. Artan derisimlerde (%5 ve %10) her iki antibiyotik pat1 da
hiicreler i¢in sitotoksik etki gdstermistir ancak ikili patin her iki diliisyonunda da bu
hiicresel azalma anlamli olmamastir.

Sabrah ve arkadaglar1 yaptiklar1 g¢alismada ikili ve iiclii antibiyotik patini
karsilastirdiklar1 calismalarinda LDH sitotoksisite testleri icin ikili patin en yiiksek iki
diltisyonu (10 ve 1 mg/ml), tiglii patin ise en yiiksek {i¢ diliisyonunun (10, 1 ve 0.5 mg/ml)
DPKH’ler igin sitotoksik oldugunu gostermistir. WST-1 testlerinde ise 0.125 mg/ml harig

ikili ve ticlii patlarin tiim diltisyonlar1 canlilig1 olumsuz etkiledigini gézlemlediler. Ayrica
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tcli patin 0.125 mg/ml’lik dilisyonu DPKH canliligini arttirdigini bularak bizim
calismayla benzer sonuglara ulastilar. Yaptiklar1 bu ¢alismayla ikili ve ti¢lii antibiyotik
patlarinin 0.125 mg/ml konsantrasyonunun hem sitotoksik olmadigini hem de bakteriyel
biyofilmi Onemli Ol¢lide azalttigini buldular [229].  Tespit edilen sitotoksik
konsantrasyonlar arasindaki fark, kullanilan hiicre tiirintin farkliligiyla (onlarda DPKH
biz de SDPKH) aciklanabilir. Sonuglarimiz Ruperal ve arkadaglar tarafindan bildirilen
ikili ve ticli patin kok hiicreler iizerindeki gilivenli konsantrasyonunu 0.1 mg/ml bulan
calismayla uyumludur [230].

Yapilan tim bu calismalar gibi bizim c¢alismamiz da antibiyotik
kombinasyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarinin kok hiicreler iizerinde sitotoksik etki
yaratabilecegini gostermektedir. Ancak seyreltilmis formlarmin kullanilamama sebebi,
bu formlarin macun kivaminda degil de sivi olmasi ve bu nedenle uygulama zorlugu
olabilir. Seyreltilmis antibiyotiklerin bir tastyict madde iginde kullanilmasi,
antibiyotiklerin kok kanalina etkili bir sekilde iletilmesi i¢in iyi bir segenek olabilir. Bu
diisiik antibiyotik konsantrasyonlarinit kdk kanalina iletmenin bir diger yolu da 3D bir
iskele sistemi kullanmak olabilir. Son ¢aligmalar, endodontik rejenerasyonda kok kanal
alanin1 dezenfekte etmek icin biyobozunur antibiyotik yiikli bir iskele kullanmay1
Onermektedir [231], [232].

Calismamizda biyoaktif materyaller i¢in MTT, Comet ve Wound Healing yara
cizik deneyi sadece 24 saat degerlendirilebilmistir. Yapilacak yeni ¢aligmalarda bu

stirenin arttirilmasi materyalin zamana bagl etkisini daha iyi anlamamiza sebep olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mevcut caligmada test edilen biyoaktif materyallerin rejeneratif endodontik

tedavide ve LSDO’da kullanilan antibiyotik patlarinin sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve

hiicre gocii degerlendirildi ve agsagidaki sonuglara ulasildi;

1-

Test edilen tiim biyoaktif materyallerinin SDPKH’de proliferasyona sebep
oldugu ve en c¢ok ¢ogalma materyallerin %]1’lik konsantrasyonunda
goriilmiistiir.

Antibiyotik patlarinin %5°lik ve %10’luk konsantrasyonlari, %30’dan daha
fazla hiicre 6liimiine sebep olarak sitotoksik etki gostermistir. Bu durumda
LSDO, rejeneratif endodontik tedavi gibi tedavilerde diisiik
konsantrasyonlarda kullanimi daha dogru olabilir.

Comet testi sonuclarina gére Bio C Repair ve Theracal PT nin genotoksik
indeksi ve hasarli hiicre sayis1 diger materyallere ve kontrole oranla istatiksel
olarak daha yiiksek g6zlemlenmistir. Bu bulgu sonucunda indirekt kuafaj gibi
tedavilerde kullanimi daha dogru olabilir.

Theracal PT, 6nciisii olan Theracal LC’ye gore daha umut vaad edici sonuglar
vermis olsa da gostermis oldugu genotoksik verilerden otiirii daha dikkatli
kullanim1 Onerilebilir. Bu materyal ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Yara ¢izik deneyi sonucunda tiim biyoaktif materyallerin hiicre gociinii
uyardig1 goriilmiistiir. En yiiksek hiicre gocii Bio C Repair’da bulunmustur.
Yeni flretilen NeoLiner LC hiicrelere sitotoksik etki gdstermemis, Comet
testinde kabul edilebilir sonuglar vermistir. Ayni zamanda hiicre gociinii
arttirmis olup umut verici bir materyal olarak gortilebilir. Bu materyal ile ilgili

ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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