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DERLEME

Direkt pulpa kaplama ¢alismasinda rat modeli

Rat as a model for direct pulp capping research.
Ekim Onur Orhan

Siileyman Demirel Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Endodonti AD, Isparta, Tiirkiye

Ozet

Bu derlemenin amaci direkt pulpa kaplamasi i¢in medikal
materyallerin  klinik Oncesi degerlendirilmesinde rat
diglerinin uygunlugunu degerlendirmektir. Uluslararasi
standartlara gore, dig hekimliginde hayvan calismalari i¢in
yalnizca kemirgen olmayan memelileri tiirlerinin direkt
pulpakaplamasinda amactyla kullanim uygunlugu oldukca
aciktir. Ote yandan ge¢mis yarim yiizyilda birgok ¢alisma,
rat disleri tizerinde pulpanin agiz ortamina agilmasindan
sonraki direkt pulpa kaplamasini, pulpotomileri ve doku
reaksiyonlarmni degerlendirmistir. Bircok caligmada rat
pulpa dokusunun direkt pulpa kaplamasindan sonraki
iyilesmesinin histolojik olarak insan dislerinin ve diger
hayvan tiirlerinin pulpa dokusu ile karsilastirilabilir oldugu
gosterilmistir. Pulpa dokusu igeren rat dislerinde, pulpa
dokusunun temel biyolojik tepkimeleri ve rat dislerinin
yara iyilesmesinin farkli agamalart boyunca goriilen
etkilesimler, diger memeli tiirleri ile karsilagtirilabilir.
Dis hekimliginde rat disleri, direkt pulp kaplamasi
sonrasinda pulpa dokusu tepkimelerini igeren kayda
deger veriler elde etmede gecgerli bir ¢alisma modelidir.
Bundan dolay1 ratlarin kullanilmasi evrim diizeyi yiiksek
memelilerin kullanildig1 ¢aligmalarin sayisin1  6nemli
Olciide azaltabilmektedir. Sonuglari belirgin olmayan
calismalarda evrim diizeyi yiiksek hayvanlarin kullanimi
sinirlandirilmalidir. Her ne kadar kiiciik dis yapisina sahip
olmalar1 gibi baz1 teknik zorluklara sahip olsalar da, rat
digleri ile yapilan herhangi bir ¢alismanin istesinden
gelinebilir.

Anahtar Kelimeler: Deney hayvanlari, Direkt pulpa
kaplamasi, Dis hekimligi, Rat

Abstract

The aim of this review is to evaluate the suitability of
rat teeth in preclinical evaluation of medical materials
for direct pulp capping. The international standards state
clearly that only non—-rodent mammals are suitable species
for animal research in dentistry. However, in the past half
of the century numerous research have been published
using rat teeth in order to evaluate direct pulp capping,
pulpotomies and tissue reactions after pulp exposure.
Several studies showed that the healing of rat pulp tissue
after direct pulp capping was histologically comparable
with human’s and other animal species’ pulp tissue. In the
rat teeth including pulp tissue, basic biological reactions
of the pulp tissue and the interactions seen during the
different stages of wound healing are comparable with
those of the other mammal species. Rat teeth are a valid
study model in order to provide valuable data concerning
pulp tissue reaction after direct pulp capping in dentistry.
Therefore, the use of rats may significantly reduce the
number of currently used higher animals in research.
Tests in higher developed animals should be limited to
experiments which clarify inconsistent results. However,
some technical difficulties, like the small size of rat teeth
must be dealt with before undertaking any research.

Keywords: Animal model, Direct pulp capping, Pulp,
Dentisty Rat

GiRiS

Uluslararasi standardizasyon orgiitiiniin (ISO) 7405 say1lt
belgesinde dis hekimliginde, klinik 6ncesi medikal bir
materyalin  biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde
dentalmateryallerii¢inbelirlenenstandartlaryeralmaktadir
(1). Bu amagla ISO 7405 standardi, dis hekimliginde
dental ara¢ ve gereglerin, dental materyallerin biyolojik
olarak degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

ISO 7405 bolim 6.3 ve 6.4 de yer alan dis pulpast
ile dentin kullanim testleri ve direkt pulpa kaplamasi
testleri yer almaktadir. ISO standartlarmna gore, pulpa
ve dentin ile dogrudan temasta olan dental materyallerin
biyouyumlulugunun degerlendirildigi ¢aligsmalar, yalnizca
insanlar lizerinde yapilan uygulamalar ile sinirli degildir.
ISO standartlarina gore bu galismalar ayni zamanda
maymunlar, kopekler, gelincikler ve minyatiir domuzlarda
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da yapilabilmektedir. Kemirgenler, bu listede uygun
olmayan hayvanlar olarak acikca belirtilmektedir. Vital
dis pulpa dokusu ile direkt temasta olan pulpa kaplama
maddelerinin veya dis dolgu maddelerinin (kalsiyum
hidroksit formiilleri, simanlar, kompozit rezinler, mineral
trioksit agregat veya mine matriks tiirevi gibi) temel
biyouyuyumluluk c¢alismalarinda primatlar ile yiiksek
organizasyonlu hayvanlar tavsiye edilmistir. Uluslararasi
standartlara gore uygun bir model olarak goriilmeyen rat
dislerinde, 50 y1ldir direkt pulpa kaplamalari, pulpotomiler
ve pulpa ekspozundan sonra olusan doku reaksiyonlari
calisilmaktadir (2-71).

Dis hekimliginde direkt pulpa kaplamasi maddesi olarak
altin standart kabul edilen kalsiyum hidroksit ile kaplanan
rat disi pulpalarmin histolojik olarak iyilesmesinin,
insanlardaki iyilesmeye benzer oldugu bircok c¢aligmada
rapor edilmistir (3, 7, 8, 10, 16,21 — 28,30, 32,41 —43,45
—47, 49, 50, 53, 55 -59, 61, 62, 65 — 67, 69). Bu duruma
bir 6rnek olugturarak ratlarda, primatlarda ve insanlardaki
kalsiyum hidroksit ile direkt pulp kaplamasi sonrasi
hiicresel reorganizasyon siralanmasinin tanimlanabilir
oldugu bulunmustur (72). Bundan dolay: rat dislerinin
bu tarz c¢aligmalar i¢cin uygun bir model olusturdugu
diisiincesi arastirmacilar tarafindan kabul gormektedir.

Bu derlemenin amaci rat dislerinin giincel literatiirler
esliginde dental bir materyali direkt pulpa kaplamasinda
testetmek iginuygun birmodel olmasini degerlendirmektir.

Test yontemleri

1974 yilinda Autian (73) tarafindan dental materyalleri
test edebilmek i¢in ilk kez 3 farkli test ydntemi
sunulmustur, daha sonra bu yontem Langeland ve Cotton
(74) tarafindan yeniden diizenlenmistir. Bu da 1997
yilinda dis hekimliginde kullanilacak materyallerin
klinik o6ncesi biyouyumluluklarini test edilmesinin
ve degerlendirilmesinin  kapsadigt ISO  7405’in
yayimlanmasina onciiliik etmistir (1). Gangler ise dental
materyallerin biyouyumlulugunu test etmede 3 asamali
bir model tanimlamigtir (75). Buna gore;

1. Ozel olmayan toksisitenin goriintiilendigi testler
(Or. Sitotoksisite testleri, genotoksisite testleri).

2. Rat, domuz ve maymunlara iizerinde uygulanan
hayvan deneylerini kapsayan 6zel toksisitenin kul-
lanildi@1 testler (Or. fare ve ratlarm kemik ve bag
doku implantasyonlarinin histopatolojik testleri).

3. Insanlar iizerinde uygulanan kontrollii ¢aligmalar.

Gangler (75), rat dislerini kullanarak dental materyallerin
test edilmesinin 2. kisimda yer aldigini bildirmistir.
Ayrica rat dislerinin dental materyallerin kisa inceleme
donemlerinde kullanilmas1 gerekliligi oldugunu 6ne
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stirerek, uzun inceleme dénemi i¢in domuz veya maymun
gibi evrim diizeyi yiiksek deney hayvan modellerinin
kullanilmas1 gerekliligi oldugunu bildirmistir.

Stanley (76), direkt pulpa kaplamasi uygulamalarinda
ISO 7405 de yer almayan rat modeli kullaniminin, pulpa
enflamasyonu ve pulpa enfeksiyonu ile iligkili sorunlar
ile sonuglandig1 goriisiini  reddetmistir. Ayrica rat
dislerinin direkt pulpa kaplamasinin histolojik sonuglarini
degerlendirebilmek igin giivenilir ve gegerli bir model
oldugunu vurgulamugtir.

Rat dislerinin kullanildig1 direkt pulpa kaplamasi
calismalar

Rat dentisyonu alt ve {ist ¢cene arkinda genis bir cift
diastema ile birbirinden ayrilan iki kesici disten ve ¢
biiytlik az1 disten olugmaktadir (Resim 1).

Resim 1. Rat kafatasinin genel goriinimii. Tipik bir
kemirgen anatomisine sahip alt ve iist ¢cenenin genel
goriiniimiinde kesici diglerin arkasinda dissiz uzun bir
diastema ve az1 digleri gériinmektedir.

Kesici disler tipik bir kemirgen kesicisine benzemektedir.
Bu disler pulpa dokusu iceren, kok ucu agik, hayat boyu
uzayan bir yapidadir. Buna karsin biiyiik azi disleri,
insan biliyliik az1 disine anatomik, fizyolojik, histolojik
ve biyolojik yonden benzeyen pulpa dokusu igeren
yapidadir. Arastirmacilar rat biiyiik az1 disini, insan biiyiik
az1 disinin kiigiik boyutlara sahip bir minyatiirii olarak
tanimlamaktadir (2,4,5,47,77,78).

3001
3001

1003
1003

Ratlarin dis formiilii soyledir:

Rat dislerine bir materyali uygulayabilmek i¢in dncesinde
mutlaka bir pilot ¢alisma yaparak deneyim kazanilmasi
gereklidir (Resim 2).
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Resim 2. Rat on diginde pilot ¢alisma

Ratlar tizerinde yapilacak pilot ¢alismalar sayesinde,
anatomisinden kaynaklanan olumsuzluklarin azalacagi
ve daha az denegin protokol disinda birakilmasina neden
olacag1 vurgulanmistir. Ag1z agikliginin dar olmast, dis ve
pulpa boyutlarinin ¢ok kii¢iikk olmasi, dislerin anatomik
konumlanmasi (uzun diastema), dislerinde
calismada teknik zorluk olusturan durumlardir (62—67).
Bu nedenle uygun 1sik kaynagi ve biiylitme altinda,
mikrocerrahi i¢in uygun el aletleri ve doner aletlerin
tercih edilmesi, c¢alisma oncesi pratik uygulamalarin
yapilarak deneyim kazanilmasi ile bu olumsuz durumlarin
iistesinden gelinmektedir (Resim 3) (76).

rat azi

Resim 3. Rat 6n dislerine kiiciik boyutlara sahip el aletleri ile
direkt pulpa kaplama uygulamasi.

Bunlarin disinda ratlarda uygulanacak her islem 6ncesinde
mutlaka derin genel anestezi altina alinmasi 6nerilmistir (2).

Rat az1 diglerinin geligim siireci insanlarin azi dislerinin
analogudur. Bundan dolay:r rat biiyiik azi dislerinin
pulpa dokusundaki temel biyolojik tepkimeler ve yara
iyilesmesinin farkli dénemlerindeki etkilesimlerin diger
memeli tiirleri ile karsilastirilabilir oldugu savunulmustur
(25, 28) . Jean ve ark. (45), kalsiyum hidroksit ile yapilan
direkt pulpa kaplamalarinda iyilesmeyi 21. giinden 4 aya
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kadar izledikleri donemde rat, kopek ve domuz modelleri
arasinda herhangi bir farklilik bulamamislardir. Buna
karsin Watts ve Peterson (25) direkt pulpa kaplamasi
uygulamasindan sonraki iyilesmede kopek ve rat modelleri
arasinda farklilik rapor etmislerdir. Rat azi dislerinde 4
hafta sonra drneklerin %83 iinde tersiyer dentin olusumu
gozlemlenmis, kopeklerin azi dislerinde ise 6 hafta sonra
yalnizca Orneklerin %60’mnda tersiyer dentin olusumu
izlenmistir. Arastirmacilar bu farkliligin daha Once
kopek ve insan diglerinde karsilastirmali tersiyer dentin
olusumunun degerlendirildigi bir bagka ¢alismay1 kaynak
gostererek kopek azi dislerine gore rat azi dislerinin, insan
azi1 digleri ile daha benzer sonuglar olusturabilecegini 6ne
siirmiislerdir.

Rat biiylik az1 dislerinin pulpasi agiz ortamina agildiktan
sonra insanlarda tanimlanan odontoblast benzeri
hiicrelerin trettigi tipik tersiyer dentine benzeyen sert
doku tamiri goriilmektedir (79). Eger rat biiyiik az1 pulpa
odasmin tavani uzaklastirilarak agiz ortamina agilirsa,
insanlarda ve diger memelilerde g6zlemlenen enflamatuar
yanita benzer bir enflamasyon ile sonuglanmaktadir
(80). Bununla birlikte bu biyolojik yanitin ilerleyisi
insanlardakine gore rat dislerinde 30 kat hizli oldugu
rapor edilmistir (82,83).

Direkt pulpa kaplamasi sonrasinda kaplama ve dolgu
materyallerinin  kimyasal olarak toksisitesi disinda
bakteriyel sizintinin veya bakteri toksinlerinin varligi da
pulpanin canliligini tehlikeye atan 6nemli durumlardir.
Bakteriyel floranin g¢esitliligi ve iirettikleri toksinler
hayvan tiirleri arasinda farklilik gostermektedir (78). Rat
diglerinin oral bakteriyel mikroflorasinin insanlarinkine,
kopek bakteriyel mikroflorasindan daha c¢ok benzedigi
birgok calismada ortaya konmustur (46,83—85). Insanlar,
maymunlar ve ratlarin kok kanal mikrobiyal florasinin
incelendigi bir c¢aligmada her iki hayvan modelinin
insanlara bu a¢idan oldukga benzedigi rapor edilmistir (86).

ISO 7405’e gore enflamasyon zaman gruplari kisa donem
icin 7+2 ve uzun donem i¢in 70+5 giin olarak belirlenmistir
(1). Bu doénemler FDI standartlarina gére enflamasyonun
erken donemi igin 35 giin, orta dénemi i¢in 21-30 giin
ve uzun dénemi i¢in 90£10 giin olarak belirlenmistir (87).

Post operatif uzun donem
oldugunda, 0zel
ratlarda, insanlara veya diger memelilere gére oldukca
raeaktif olmasindan dolay1 bu modelin kullanim1 uygun
degildir (88-90). Rat dislerine kalsiyum hidroksit ile
direkt pulpa kaplamalari sonrasinda 1 hafta iginde
tersiyer dentin olusumunun gozlendigi, 2 hafta i¢inde
dentin kopriisiiniin tamamlandigi belirtilmistir. 2 haftay1
gegen inceleme donemlerinde ise rat disi pulpa hiicreleri
tarafindan osteodentin benzeri ara madde olusumunun
siirekli sentezlenmesine bagli olarak tersiyer dentin

iyilesme s6z konusu
immin savunma mekanizmasinin
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kalinliginin arttig1 gézlemlenmistir (88).

Rat azi dislerinin olumlu yonlerine ragmen ¢esitli
teknik zorluklardan dolay1 birgok arastirmaci vital pulpa
tedavisi ¢alismalarinda rat azi1 disleri yerine kesici disleri
kullanmay1 tercih etmislerdir (91-96).

Sloan ve Smith (94), 28 giinliik ratlarin kesici dislerinde
direkt pulpa kaplamasindan sonra tersiyer dentin yapimi
ile bir biiyiime faktorii olan TGF—B’nin iliskili oldugunu
rapor etmistir. Hu ve ark. (95) gelisimini tamamlamis
ortalama 100g agirhigidaki 40 adet ratin 80 adet alt ¢ene
on disine sinif V kaviteler hazirlamis ve 1 mm? boyutunda
pulpa dokusunu agiz ortamina agmstir. Biiyiime faktorleri
ile tersiyer dentin olusumu arasindaki iliskiyi inceledikleri
2 ve 3 haftalik inceleme donemlerinde, biiyiime
faktorlerinin kontrol gruplarina ve kalsiyum hidroksite
gore daha fazla ornekte tersiyer dentin olusturdugunu
rapor etmislerdir.

Orhan ve ark. (96) deney modeli olarak 36 adet ratin 144
adet alt ve iist ¢ene kesici digini etik uygunluk, teknik
uygulama agisindan yeterlilik, calisma alanimna kolay
ulagilabilirlik ve ¢alisma standardizasyonunu goéz Ontine
alarak kullanilmiglardir. Agiz ortamina 0,4 mm ¢apinda
acilan rat orta kesici dis pulpalarini ilk kez trombositten
zengin plazma kaplayarak 7. ve 28. giindeki histopatolojik
histomorfometrik  degisiklikleri incelemislerdir.
Trombositten zengin plazma grubunda en diistik siddette
enflamasyon izlenirken, tersiyer dentin bakimindan
gruplar arasinda herhangi bir farklilik olugmamistir
(Resim 4).

ve

Resim 4. Rat6ndisine trombsitten zengin plazmauygulanmasinin
7. gliniinde aktif tersiyer dentin yapiminin histolojik gériiniimii.
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(Hematoksilen&Eozin boyama ve 400 kat optik bilyilitmede
cekilen mikrograf).

Decup ve ark. (97) 36 adet ratin 36 adet sol st 1.
molarmin meziyal yilizeylerine hazirladiklar1 kaviteler
ve pulpal perforasyonlar sonrasinda in vivo olarak kemik
sialoproteinleri ile direkt pulpa kaplamasi uygulayarak
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8, 14 ve 30 giinlik sonucglarmni histopatolojik olarak
degerlendirmislerdir. Dammaschke ve ark. (98) 36 adet
ratin 72 adet disine in vivo olarak MTA ve kalsiyum
hidroksitiledirekt pulpakaplamasiuygulamislar, histolojik
ve degerlendirmeleri  operasyonu
takiben 1, 3 ve 7.giinler sonunda gergeklestirmislerdir.

immiinokimyasal

Insan disi pulpa dokusu igin, kemik dokusunda ya da baz1
yumusak dokularda oldugu gibi “’kritik yara boyutu” olarak
adlandirilan ve herhangi bir tedavi uygulanmadiginda
kendiliginden iyilesmeyen bir yara yiizey alam
belirlenmemistir. Bu durum ile iligkili olarak rat dislerinde
de kullanilabilecek bir kritik pulpa perforasyon boyutu
bulunmamaktadir. Ancak bir makale derlemesinde,
yeni bir maddenin pulpa yerlestirilerek
biyouyumlulugunun degerlendirilebilmesi i¢in rat modeli
kullanilacaksa, kavite hazirlig1 asamasinda en fazla ISO
008 capinda bir frez kullanilmasi gerekliligi bildirilmistir
(99). Rat kesici disleri iizerinde biiyiime faktorlerinin
DPK ajani olarak kullanildig1 bir ¢aligmada ise, rat kesici
dislerinin bukkal yilizeyine 331/2 no’lu tersine konik
frez yardimi ile Imm? biyikliiginde simf V kaviteler
hazirlanarak 1 mm? bityiikligiinde pulpal perforasyonlar
olusturulmustur  (95). Calismacilar bu perforasyon
boyutunda 6 farkli materyalin karsilastiriimasim
incelemistir. Ote yandan bir baska ¢alismada perfore
edilen rat kesici diglerinde 0.4 mm biiyiikligiinde 144 adet
kavite olusturulmus ve ¢alismanin sonucunda herhangi bir
materyal kullanmaksizin olusturulan 24 adet disten olusan
pozitif kontrol grubuna ait orneklerin tiimiinde nekroz
goriilmiistiir (96). Calismacilar, rat kesici dig pulpalarinda
kritik yara boyutunun 0.4 mm den kii¢iik oldugu sonucuna
ulagmustir (96).

uizerine

Sonuc¢

Dis hekimliginde bir materyalin biyouyumlulugunun
pulpa ve dentin lizerinde test edilmesi igin rat disleri gegerli
bir model olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Direkt pulpa
kaplamasindan sonra kaplama materyalinin toksisitesi
veya pulpa iyilesmesi kisa donem degerlendirmesi
planlaniyorsa rat disleri kullanilabilir. Boylece ratlar
tizerinde yapilan ¢alismalar ile evrim diizeyi yiiksek diger
hayvan tiirleri ve insanlar iizerinde ayni konunun iglendigi
calismalarin sayisi azaltacaktir.
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