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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

ALP

ALR

Bis-DMA

Bis-EMA

Bis-GMA

BMP

BPA

cDNA

CO,

DK-MKH

DMEM

DMPI1

DMSO

DNA

dNTP

DPKH

DPP

DSO

DSP

Alkalen fosfataz (Alkaline phosphatase)

Alizarin red

Bisfenol-A dimetakrilat

Etoksilenmis bisfenol-A glikol dimetakrilat

Bisfenol-A glisidil dimetakrilat

Kemik morfogenetik proteini (Bone morphogenetic protein)
Bisfenol A (Bisphenol A)

Komplementer DNA (Complementary DNA)
Karbondioksit

Dis kaynakli mezenkimal kok hiicreler

Dubecco’nun modifiye Eagle medyumu (Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

Dentin matriks proteini 1 (Dentin matrix protein 1)
Dimetil stilfoksit

Deoksiribontikleik asit

Deoksiriboniikleotid trifosfat

Dis pulpasi1 kok hiicreleri

Dentin fosfoprotein (Dentin phosphoprotein)
Diinya Saglik Orgiitii

Dentin sialoprotein
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DSPP

EDTA

EKH

ELISA

FDA

FDI

GAPDH

HEMA

HPLC

ISO

LED

MKH

MMA

MTS

MTT

OK

ON

Dentin sialofosfoprotein (Dentin sialophosphoprotein)
Etilendiamin tetraasetik asit

Embriyonik kok hiicreler

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Gida ve ila¢ Kurumu (Food and Drug Administration)
Uluslararasi1 Dishekimligi Birligi (World Dental Federation)

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
2-hidroksietil metakrilat

Yiiksek performanshi sivi kromatograf (High performance

liquid chromatography)

Uluslararas1  Standardizasyon Organizasyonu (International

Organization for Standardization)
Light emitting diode
Mezenkimal kok hiicreler

Metil metakrilat

3-(4,5-dimetiltiazol-21l)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-

stilfofenil) -2H tetrazolyum

3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
Osteokalsin

Osteonektin
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PBS

PDL

PDLKH

PZR

RNA

pm

STRO-1

TEGDMA

UDMA

YKH

Fosfatla tamponlanmis salin (Phosphate buffered saline)
Periodontal ligament

Periodontal ligament kok hiicreleri

Polimeraz zincir reaksiyonu

Riboniikleik asit

Dakikadaki devir sayisi (Round per minute)

Fibrobaslt yiizey belirleyici

Trietilen glikol dimetakrilat

Uretan dimetakrilat

Yetiskin kok hiicreler
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Giiniimiizde Kullanilan Rezin Esash Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve Kok
Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeline Etkisinin in vitro Olarak Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Dt. Ezgi CEKMEGELI
Danismani : Prof. Dr. Serap AKYUZ
Anabilim Dali : Pedodonti

1. OZET

Amag: Calismamizin amaci, benzer monomer yapiya sahip universal, bulk fill ve
akigskan tipteki kompozit dolgu materyallerinin insan dis pulpast kok hiicreleri
(DPKH) ve periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH) tizerindeki sitotoksisitesini
saptamak ve DPKH’nin odontojenik; PDLKH’nin osteojenik farklilagsma
potansiyeline olan etkilerini incelemektir. Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Tetric
EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric EvoFlow materyallerinin sitotoksik
etkileri 1, 3, 7, 10 ve 14. giinlerde MTS testi ile degerlendirildi. DPKH ve PDLKH nin
farklilasma kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in Alizarin red (ALR) boyamasi ve
Alkalen fosfataz (ALP) aktivite testinin yan1 sira, Ger¢ek Zamanli-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Ger¢ek Zamanli-PZR) ile DPKH kiiltiiriinden kollajen tip-I, dentin
sialofosfoprotein, dentin matriks protein 1; PDLKH kiiltiirtinden ise kollajen tip-I,
osteonektin ve osteokalsin tayini gerceklestirildi. Istatistiksel analiz, SPSS-22
programi kullanilarak Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri ile yapildi.
Bulgular: MTS testi sonuglar1 degerlendirildiginde, TetricEvoFlow grubu 3. giinde
DPKH Kkiiltiirtinde ve 14. giinde her iki hiicre kiiltiiriinde en diisiik hiicre canliligim
gosterdi. ALR boyamasi sonucunda, kompozit materyallerine maruz birakilan her iki
hiicre kiiltlirtindeki kalsifikasyon yogunlugunun pozitif kontrolden daha az oldugu
izlendi. ALP aktivitesi ve Gergek Zamanli-PZR analizlerine gore, kompozit
gruplarimin - DPKH’nin  odontojenik farklilasmasimi  engelledigi; PDLKH’nin
osteojenik farklilasmasi tlizerine daha az etkili oldugu goriildii. Sonuglar: Bu
calismanin sonunda, kompozit dolgu materyallerinin, doldurucu igerigine bagl olarak
pulpa ve periodontal ligament dokular iizerinde toksik etkilerinin olabilecegi, ayni

zamanda dokularin tamir fonksiyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegi goriildii.

Anahtar Soézciikler: Kompozit dolgu materyalleri, dis pulpa kok hiicresi, periodontal

ligament kok hiicresi, sitotoksisite, farklilasma kapasitesi



In vitro Evaluation of the Effetcs of Recently Used Resin Based Composites on
Cytotoxicity and Differentiation Potential of Stem Cells

Student’s Name: Dt. Ezgi CEKMEGELI
Adyvisor : Prof. Dr. Serap AKYUZ
Department : Pediatric Dentistry

2. SUMMARY

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of universal, bulk-fill
and flowable types of a resin composite with the same monomer content on
cytotoxicity and odontogenic differentiation potential of human pulp stem cells
(DPSCs) and osteogenic differentiation of periodontal ligament stem cells (PDLSCs).
Material and Method: The cytotoxicity of Tetric EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk
Fill and Tetric EvoFlow was measured on the 1%, 3™, 7" 10" and 14" days using MTS
assay. To evaluate the differentiation capacity of both cells, Alizarin-red (ALR)
staining, Alkalen phophatase (ALP) activity test and expression analysis of
differentiation-related genes (collagen type-I, dentin sialophosphoprotein, dentin
matrix protein-1 for DPSCs and collagen type-1, osteonectin, osteocalsin for PDLSCs)
with Real Time-Polymerase Chain Reaction (Real Time-PCR) were performed. The
statistical analysis was done by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests using
SPSS-22 software. Results: According to MTS results, Tetric EvoFlow demonstrated
the lowest cell viability on day 3 for DPSCs and also day 14 for both cell cultures.
ALR results showed that composite groups had less calcification density than positive
control. According to ALP activity and Real Time-PCR, it was revealed that the
odontogenic differentiation of DPSCs was inhibited and the osteogenic differentiation
of PDLSCs was less affected by composite groups. Conclusion: Our results revealed
that resin composites may have some cytotoxic effects on the pulp and periodontal
ligament tissue according to their filler content and the differentiation capacity of
progenitor cells may be compromised, which means repair process of these tissues

could be affected.

Key Words: resin composites, dental pulp stem cells, periodontal ligament stem cells,

cytotoxicity, differentiation capacity



3. GIRIS VE AMAC

Gilinlimiiz Restoratif Dig Hekimligi uygulamalarinda estetigin 6nem kazanmasi ve
en az kavite preparasyonunun benimsenmesi, amalgam dolgulara nazaran isikla
sertlesen rezin esasli kompozit dolgu materyallerinin kullanimin1 yayginlastirmistir
(Uluakay ve ark., 2011). Cocuk Dis Hekimligi uygulamalarinda siit, karigik ve daimi
dislenme donemlerinde rezin esasl fissiir Ortiiciiler, rezin modifiye cam iyonomer
simanlar ve kompomerlerin yanm1 sira kompozitler siklikla kullanilmaktadir

(Mousavinasab, 2011).

Mine ve dentin dokusuna adezyon ile baglanan kompozitler, 1962 yilinda Dr. Ray
Bowen tarafindan tanitilmis ve kompozitlerin yapisi elli yildan bu yana biiyiik gelisme
gostermistir. Son yillarda mikrohibrit kompozitlerin yapisina nano partikiil ve daha
once polimerize edilmis rezin doldurucularin eklenmesiyle olusturulan, hem arka hem
on dis grubu dislerin restorasyonunda kullanilabilir (universal) nanohibrit
kompozitlerin iiretimi ve kullanimi1 6n plandadir (Ferracane, 2011). Bunun yaninda,
doldurucu partikiil boyutu, dagilimi, sekli ile monomer ve polimerizasyon
teknolojisindeki ilerlemeler sayesinde 6zel uygulama alanlarina sahip kompozitler
gelistirilmektedir. Akiskan kompozitler, doldurucu oraninin azaltilmasi ile elde edilen
diisiik viskoziteli kompozitlerdir. Kiigiik kavitelerin restorasyonunda kullaniminin
yant sira, derin kavitelerde kompozitlerin altinda stres kirici materyal olarak da
kullanilir (Bayne ve ark., 1998). Son donemde piyasaya siiriilen diisiik polimerizasyon
biiziilme 6zelligine sahip kiitlesel yerlestirilebilen “’bulk fill” kompozitler ise dolgu
yapimu sirasinda zorluk yasanan arka dislerde kullanim kolaylig: sunar (Flury ve ark.,

2012).

Klinik kullanimda, uygun dolgu materyalinin se¢imi ve kabul edilebilirligi, sadece
materyalin fiziksel ve kimyasal {stlinliiklerine gore olmayip, aym1 zamanda
biyouyumluluguna baglidir. Biyouyumluluk, bir materyalin spesifik bir uygulamada
konakta uygun bir cevap olusturabilme 6zelligi olarak tanimlanir (Nicholson ve Croll,

1997).



Dis hekimliginde kullanilan dolgu materyallerinin biyouyumlu olup sistemik ve
lokal toksik etki olugturmamasi 6nemlidir. Lokal toksik etki, dise uygulanan kompozit
ile komsu olan oral mukoza, dis eti ve pulpa dokularinda goriiliir. Pulpadaki etki
kompozitten salinan komponentlerin dentinden difiizyon yolu ile pulpaya ulagmasi ile
ortaya ¢ikar (Moharamzadeh ve ark., 2009). Sitotoksik olan materyaller kisa veya uzun
donemli doku enflamasyonu veya hiicre 6liimiine sebep olur (Geurtsen, 2000). Dolgu
materyallerinin biyouyumlulugu agisindan en biiyiik endise verici durum organik
rezinlerden ortama artik monomer, reaksiyon baslatici gibi bilesenlerin veya inorganik
doldurucudan metal iyonlar1 gibi sitotoksik maddelerin salinmasidir (Rodriguez-
Lozano ve ark., 2013). Polimerizasyon sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan artik
monomerlerin hiicresel ve molekiiler sitotoksisitenin asil kaynagi oldugu, bunun da
pulpa canliligini etkiledigi ve periodontal alani1 da etkileyerek dis etinde ¢ekilmeye
sebep oldugu bildirilmistir (Bakopoulou ve ark., 2011b; Franz ve ark., 2009). Rezin
esaslt materyallerin ve bilesenlerinin in vitro biyouyumluluk degerlendirmeleri igin
cesitli hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmaktadir (Darmani ve ark., 2007; Galler ve ark.,
2011; Bakopoulou ve ark., 2012). Yapilan hiicre kiiltiirii calismalar1 ile kompozit dolgu
materyallerinin biyouyumluluklar1 konusunda siipheler oldugu ve giincel ¢alismalarin
giderek bu konu iizerine yogunlastigr goriilmektedir. Hiicre kiiltlirii ¢caligmalarinda
genellikle fibroblast hiicreleri kullanilmakta olup, son yillarda ii¢ boyutlu doku

miihendisligi modelleri gelistirilmistir (Moharamzadeh ve ark., 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, rezin esasli kompozitlerin icerigindeki
monomerlerin, hiicrelerin gen sentezinde bozukluga ve dentin-pulpa kompleksinin
rejeneratif potansiyelinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Galler ve ark., 2011;
Bakopoulou ve ark., 2012). Dentin-pulpa kompleksi farklilasmis veya heniiz
farklilasmamis odontoblast, odontoblast benzeri hiicreler ve pulpa kok hiicrelerinden
olusur (Sloan ve Smith, 2007). Cesitli tiplerde kollajen, fibronektin ve proteoglikan
iceren odontoblast hiicreleri pulpanin periferinde siralanan, dentin matriksinin
formasyonundan sorumlu hiicrelerdir. Atrizyon, erozyon, ¢iiriik ve restoratif
prosediirler gibi dis etkenler sonucu odontoblastlarin stimulasyonu ile rejeneratif veya
reperatif dentinogenesis olusumu gerceklesir (Smith, 1995). Pulpanin agiga ¢ikmasi
ve derin kavitelerde kompozit uygulanmasi gibi daha ciddi etkenler ile odontoblastik

tabaka zarar goriir (Bakopoulou ve ark.,, 2012). Toksik bulunmayan diisiik



konsantrasyonda dahi, rezin monomerlere maruz birakilan insan dis pulpast kok
hiicrelerinin migrasyon, odontojenik farklilasma ve mineralizasyon kapasitesinde
gecikme oldugu; yiliksek konsantrasyonda ise monomerlerin, reparatif dentin

olusumunu tamamen engelledigi gosterilmistir (Bakopoulou ve ark., 2011b).

Bu etkiler nedeniyle, genis kullanim alanina sahip ve piyasaya yeni siiriilmiis
kompozitlerin ve diger dental materyallerin fiziksel 6zelliklerinin yaninda, komsu
dokular iizerine olan biyouyumluklarinin sorgulanmasi gerektigi ve bu amacla yeni

caligmalara ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir (Rodriguez-Lozano ve ark., 2013).

Bu bilgiler 15181nda, klinikte uygulanmakta olan giincel kompozitlerin in vitro
ortamda olusturdugu sitotoksik ve pulpadan / periodontal ligamentten elde edilen kok
hiicrelerin farklilagma kapasitesine olan etkisini inceledigimiz ¢alismamizin bu

konuya agiklik getirerek literatiire katki saglayacagina diisiinmekteyiz.

Yukarida bahsedilen etkileri test etmek amaciyla son donemde yapilan kok hiicre
caligmalarinin ~ kompozitlerin  igerigindeki  monomerlerin  direkt  etkisini
degerlendirdikleri goriilmektedir (Bakopoulou ve ark., 2011b; Bakopoulou ve ark.,
2012). Calismamizda ise, polimerizasyonu saglanmis kompozit drneklerinin hiicreler
ile ayn1 ortamda tutulmasi sonucu kompozitlerden ortama salinan bilesenlerin kok
hiicreler tizerindeki etkisi karsilastirllmistir. Ayrica yine son donemdeki kok hiicre
caligmalarindan farkli olarak, pulpa kok hiicrelerinin yaninda periodontal alandan elde

edilen kok hiicrelerin farklilagma kapasitesi tizerine olan etkiler de degerlendirilmistir.

Calismamizin amaci, Cocuk Dis Hekimligi pratiginde kullanimi yaygin olan
benzer monomer yapiya sahip universal, bulk fill ve akiskan tipteki kompozit dolgu
materyallerinin, in vitro ortamda polimerizasyonunu takiben insan dis pulpasi kok
hiicreleri (DPKH) ve periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH) {izerindeki
sitotoksisitesini saptamak ve DPKH’nin odontojenik; PDLKH’nin osteojenik

farklilasma potansiyeline olan etkilerini incelemektir.



4. GENEL BILGILER

Cesitli sebeplerle kaybedilen dis dokusunun estetik ve fonsiyonel olarak tedavi
edilmesini amaglayan, kalan dis dokusunun uygun restoratif materyal ile kapatilmasi
prensibine dayanan Restoratif Dis Hekimligi alaninda stirekli olarak yeni materyaller
gelistirilmektedir (Waggoner, 2005). Bu amagla gegmisten giiniimiize kadar amalgam,
silikat siman, akrilik rezin, cam iyonomer simanlar ve rezin esasli kompozitler gibi
dise direkt olarak uygulanan farkli restoratif materyaller kullanilmistir (Willems ve
ark., 1993).

4.1. Kompozit Dolgu Materyallerinin Gelisimi

Dis hekimligi tarihinde, dise direkt olarak uygulanabilen ilk dolgu materyalleri
altin folyo, dental amalgam ve silikat simanlardir (McCabe ve Walls, 2000). Bunlardan

sadece amalgam giiniimiizde hala kullanilmaktadir.

En eski dolgu maddelerinden olan amalgam, temel olarak giimiis, bakir, kalay,
cinko ve bazen de palladyum, indiyum ve selenyumun sivi civa ile karigimindan
meydana gelen bir alasimdir (Johnson, 2002). Dis hekimliginde 1880’lerden beri
yaygin olarak kullanilmaktadir (Fuks, 2002). Diger restoratif materyallere kiyasla daha
ucuz, teknik hassasiyeti daha az ve dogru uygulandiginda daha uzun Omiirlii
olabilmektedir. Ancak, tutuculuk i¢in disten fazla doku kaldirilmasi gerekliligi, estetik
olmamasi, korozyona ugramasi gibi dezavantajlar1 vardir. Estetik dolgu
malzemelerinin gelistirilmesi ile birlikte kullanimi giderek azalmistir. Ozelikle
icerigindeki toksik maddeler (6rn: civa) sebebi ile hasta ve dis hekimligi caligsanlar
icin endise uyandirmaktadir (Arenholt-Bindslev ve Hersted-Bindslev, 2009).
Amalgamin uygulanmas: ve uzaklastirilmasi sirasinda ortama salinan civanin viicut
lizerine ¢esitli yan etkilerinin olabilecegi ve hasta ve dis hekimleri i¢in saglik acisindan
risk olusturdugu 6ne siiriilmiistiir (Colak, 1989; Berglund ve Molin, 1997; Eley, 1997).
Amalgamin toksisitesi ve giivenilirligi, yapilan aragtirmalarla uzun siireden beri
incelenmektedir (Mackert ve Berglund, 1997; Counter ve Buchanan, 2004;
Brownawell ve ark., 2005). Bu sebeple kullanimi giderek azalmakta, hatta Bati

tilkelerinde kullanimi artik terk edilmektedir (Powers, 2002).



Fletcher tarafindan 1871 yilinda tanitilan silikat simanlar, ayni zamanda dis
rengindeki ilk estetik dolgu materyali olarak kabul edilir. Silikat simanlarin ¢igneme
kuvvetlerine kars1 dayaniksiz olusu, kirilgan, asidik yapida, neme kars1 duyarli ve agiz
stvilarinda ¢oziinebilir olmasi nedeni ile kullanimi terk edilmistir (McCabe ve Walls,

2000).

Daha sonra polimer teknolojisindeki ilerleme ile 1930°lu yillarda protez temel
maddesi olan akrilik rezinler kesfedilmistir. Bunu takiben 1940’1 yillarda polimetil
metakrilat esasli akrilik dolgu materyalleri gelistirilmis ve boylece akrilik rezinler dis
goriiniimiinii taklit edebilen ilk rezin esasli dolgu materyali olarak kullanilmaya
baglanmistir. Bu gelisme, bugiin kullandigimiz rezin esasli kompozit dolgu
materyallerinin geligsiminin ilk adimi olarak kabul edilir. Ancak akrilik rezinlerin
sertlesme sirasinda 1s1 agiga ¢ikarmasi, renk stabilitesinin kotii olmasi, polimerizasyon
biiziilmesinin yiiksek olmasi, termal genlesme katsayisinin dise kiyasla ¢ok fazla
olmasi ve dis yapisina zayif baglanma nedeni ile yeni arayislar baglamistir (Willems
ve ark., 1993; McCabe ve Walls, 2000; Powers, 2002). ilk doldurucu igerikli seramik-
polimer esasli kompozit, Knock ve Glenn tarafindan 1951 yilinda patentlenmistir

(Eliades ve ark., 2003).

Bowen ise yaptig1 calismalar sonucunda, 1962 yilinda bisfenol-A glisidil
dimetakrilat (Bis-GMA) monomerini kesfetmis ve bu yap1 giiniimiiz dis hekimliginde
kullanilan rezin esasli kompozitlerin temel yapisini olusturmustur. Rezin esash
kompozitlerin kesfedilmesi ile 6n bolge restorasyonlarinda kullanilan silikat

simanlarin ve akrilik rezinlerin kullanim1 hizlica azalmistir (McCabe ve Walls, 2000).

Kompozit dolgu materyallerinin gelisiminden sonra, 1970’11 yillarda, asit/baz
reaksiyonu gostermesi ve cam partikiilleri icermesi ozelligi ile silikat simanlara
benzerlik gosteren cam iyonomer simanlar gelistirilmistir. Fluor salinimi yapma
ozelligine ve bu nedenle de Cocuk Dis Hekimligi alaninda genis kullanim
endikasyonuna sahiptir. Cam iyonomer simanin yapisint giiclendirmek amaciyla,
icerigine polimerize olabilen rezin eklenerek 1980°li yillarda rezin modifiye cam
iyonomer simanlar piyasaya siiriilmiistiir. Rezin modifiye cam iyonomer simanlarda
hem 151k aktivasyonu ile hem de cam iyonomer simana 6zgii asit-baz reaksiyonu ile

birlikte sertlesme tamamlanmaktadir. Yiiksek ciiriik riski olan ¢ocuklarda kullanimi



endikedir (Wiegand ve ark., 2007). Daha sonra, kompozitin estetik 6zellikleri ile cam
iyonomer simanin fluor salinimi yapma ve dis yapisina kimyasal baglanma
Ozelliklerinin kombine edilmesi ile 1990’11 yillarda poliasit modifiye kompozit rezinler
(kompomerler) gelistirilmis ve Cocuk Dis Hekimligi uygulamalarinda popiler hale

gelmistir (Nicholson, 2007).

Giiniimiize kadar kullanim1 mevcut olan dolgu materyallerinden amalgam, cam
iyonomer simanlar, rezin modifiye cam iyonomer simanlar, kompomerler ve rezin
esasli kompozit dolgu materyalleri Cocuk Dis Hekimligi alaninda (siit, karisik ve
daimi diglenme donemlerinde) kullanilmaktadir (Mousavinasab, 2011). Uzun siiredir
stit ve daimi diglerin restorasyonunda kullanilan amalgamin, i¢erigindeki civa nedeni
ile kullaniminin tartisma konusu olmasi ve estetik olmamasi nedeniyle kullanimi
giderek azalmakta ve yerini dis rengindeki rezin esasli kompozitlere birakmaktadir
(Powers, 2002). Cam iyonomer simanlar, rezin modifiye cam iyonomer simanlar ve
kompomerlerin ise fiziksel ve estetik Ozelliklerinin rezin esasli kompozitlere gore
yetersiz olusuna bagl olarak klinik basar1 oranlar diisiiktiir (Gladys ve ark., 1997;
Meyer ve ark., 1998). Bu sebeplerle giiniimiiz Cocuk Dis Hekimligi alaninda rezin

esaslt kompozit dolgu materyallerinin kullanim1 yayginlagmaktadir.

Bugiine kadar bir ¢ok gelisme gésteren rezin esasli kompozitler, sadece restoratif
materyal olarak degil, ayn1 zamanda pit ve fissiir ortiicii, post ve kor materyali, inlay,
onlay, kuron materyali, yapistirma siman1 ve gegici restorasyon yapimi olmak tlizere
giniimiiz dis hekimliginde bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir (Schmalz, 2009;
Ferracane, 2011).

4.2.  Kompozit Dolgu Materyalleri

Kompozit terimi, birbiri i¢inde tamamen ¢ézlinmeyen farkli yap1 ve 6zellikteki iki
veya daha fazla maddenin birlesimini ifade eder; bu birlesim igeriginde bulunan
maddelerin tek bagina tasimadiklart 6zelliklere sahip bir materyal haline gelir (van
Noort, 2013). Rezin esasli kompozit dolgu materyalleri, esas olarak organik bir matriks
icerisine belirli oranlarda ilave edilen inorganik doldurucular ve doldurucularin

organik matrikse tutunmasini saglayan baglayici (silan) kistmdan olusur (Altun, 2005).



Mine ve dentin dokusuna adezyon ile baglanan rezin esasli kompozitler, ilk olarak
1962 yilinda Dr. Ray Bowen tarafindan tanitilmistir. Bowen, epoksi rezinlerde bulunan
epoksi gruplar1 yerine metakrilat gruplarimi ekleyerek Bis-GMA monomerini elde
etmis ve bu monomer igerisine inorganik gruplarin ilavesiyle de ilk rezin esash

kompozitleri gelistirmistir (Bayne ve ark., 1994; Cobb ve ark., 2000).

Dis hekimliginde ilk kullanimlar toz-likit karigimi seklinde olan kompozitler
daha sonra iki pat seklinde kullanilmistir. Ancak iki patin karistirilmasi sirasinda
olusabilecek hava kabarciklarinin kompozitin direncini diislirdiigii; ayrica, ¢alisma
stiresinin kisa olmas1 ve tek seferde kiitlesel olarak kaviteye yerlestirilme
zorunlulugundan kaynaklanan basarisizliklar yarattigi goriilmistiir. Bu nedenle
giinlimiizde tek pat seklinde ve dalga boyu ortalama 460 nm olan goriiniir 1s1kla
polimerize edilen kompozit dolgu materyalleri kullanilmaktadir (Arikan, 2005; van
Noort, 2013).

Gliniimiiz Restoratif Dig Hekimligi uygulamalarinda estetigin 6nem kazanmasi,
en az kavite preparasyonunun benimsenmesi ve civa toksisitesine duyulan korku,
1sikla sertlesen kompozit dolgu materyallerinin kullanimini amalgam dolgulara
nazaran yayginlastirmistir (Uluakay ve ark., 2011). Bu 6zelliklerinin yani sira adeziv
sistemlerle dis dokusuna baglanabilmeleri, kalan dis yapisin1 desteklemeleri, diisiik
termal iletkenlikleri, yapisinin gelisen teknoloji ile siirekli yenilenmesi gibi avantajlar
vardir (Morin ve ark., 1984; Garcia-Godoy, 2000). Ancak kompozitin uygulanmasi
esnasinda adeziv sistemlerin kullaniminin teknik hassasiyet gerektirmesi, amalgama

kiyasla daha maliyetli olmasina neden olmaktadir (Kugel ve Ferrari, 2000).

Rezin esash kompozitler, 6n/arka bolgedeki siit ve daimi dislerin restorasyonunda,
koruyucu rezin restorasyonlarin uygun oldugu pit ve fissiir ¢iiriiklerinin
restorasyonunda kullanilir (Ferracane, 2001; Powers, 2002). Ancak, tikirik
izolasyonunun saglanamadigi dislerde, genis ve ¢ok yiizeyli restorasyon ihtiyact olan
az1 dislerinde ve agiz hijyeni kotii olan yiiksek ciirtik riskli hastalarda kullanimlari

uygun degildir.



4.2.1. Kompozit dolgu materyallerinin yapisi

Rezin esasli kompozit dolgu materyalleri, organik matriks fazi, inorganik faz ve

baglayici faz olmak iizere ii¢ ana bilesenden olusur (Altun, 2005; Schmalz, 2009).
4.2.1.1. Organik matriks faz

Organik matriks fazi, rezin esasli kompozitin kimyasal olarak aktif olan
komponentidir.  Monomerler, ko-monomerler, polimerizasyon inhibitdrleri,
polimerizasyon baslaticilar, aktivatorler, ultraviyole stabilizatorleri ve pigmentlerden
olusur (Spahl ve ark., 1998). Baslangigta s1ivi monomer yapisina sahip olan organik
matriks fazi polimerizasyon (sertlesme) reaksiyonu sonucu rijid polimer yapisina

dondisiir (van Noort, 2013).

Rezin esasli kompozitlerin klinik performansini ve polimerizasyon derecesini
organik matriks miktar1 belirler. Organik matriks fazi, rezin esasli kompozitin en zayif
ve aginma direncinin en disiik oldugu fazdir; suyu absorbe edebilir ve renklenebilir.
Bu nedenle fiireticiler kompozit materyalinin matriks igerigini azaltip doldurucu
icerigini arttirarak fiziksel ve mekanik ozelikleri daha iyi kompozitler olusturmay1
hedeflemektedir (Gladwin ve Bagby, 2009).

¢ Monomerler

Organik matriks, bir veya daha fazla monomer karisimindan olusur (Altun, 2005).
Monomerler polimerize olmamis restoratif materyalin akiskan olmasindan
sorumludur. Monomerler igerisinde bisfenol A (BPA) tirevi olan Bis-GMA
monomerinin kullanim1 yaygindir (Geens ve ark., 2011). Ik defa Bowen tarafindan
1962 yilinda gelistirilen bu sentetik monomer, 2,2-bis [4-(2-hidroksi-3-metakrilosi
propoksi) fenil] propandir. Yiiksek viskoziteli, hemen hemen renksiz bir monomer
olup, diisilk polimerizasyon biiziilmesi, hizli sertlesme, sert ylizey ozelliklerine
sahiptir (van Noort, 2013). Ancak, Bis-GMA hidrofilik bir monomerdir ve su
emilimine izin verir. Bu nedenle materyalin dayaniklilik ve asinma direnci azalir. Bu
problemleri azaltmak amaci ile Bis-GMA’nin bir tiirii olan etoksilenmis bisfenol-A
glikol dimetakrilat (Bis-EMA) monomeri gelistirilmistir. Bis-GMA’ya gore daha
hidrofobik ve daha az viskdz yapidadir (Craig, 1981; Skrtic ve ark., 2006).
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Kullanim1 yaygin olan diger bir monomer renk degisimine direngli olan ve daha
iyi adezyon saglayan iiretan dimetakrilat (UDMA)’dir (Uluakay ve ark., 2011). Bis-
GMA’ya benzer molekiil agiriliga sahip olsa da UDMA daha akicidir. Tek basina
kullanilabildigi gibi Bis-GMA ve trietilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) gibi diger
monomerlerle birlikte de kullanilabilir (Ferracane, 2001) (Sekil 1.).

a. Bis-GMA

W\ij\(

b. Bis-EMA

\ril“wuf\/l\/k/\ﬂj\ﬂwcl)\

c. UDMA

(o]
)Yo\v/\o/\/o\//“\o/w\f

d. TEGDMA

Sekil 1. Organik matriks igerisinde yer alan monomerlerin molekiiler yapist (a) Bis-
GMA (b) Bis-EMA (c) UDMA (d) TEGDMA (Sakaguchi ve ark., 2012b)

Yiiksek molekiiler agirligi nedeniyle Bis-GMA ve UDMA oldukga viskozdiir ve
kiigiik miktarda doldurucu ilave edilmesi bile klinik kullanim i¢in fazlasiyla sert bir
kompozit elde edilmesine neden olur. Bu problemin iistesinden gelmek icin, matriks
yapisina metil metakrilat (MMA), etilen glikol dimetakrilat, TEGDMA ve Bis-EMA
gibi diisiik viskoziteli monomerler ilave edilir (Venhoven ve ark., 1993; Peutzfeldt,

1997, Sakaguchi ve ark., 2012a).
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TEGDMA, esnek ve diisiik molekiiler agirliga sahip bir monomerdir. Bis-
GMA'’ya eklendiginde materyalin ¢aligma 6zelliklerini iyilestirirken polimerizasyon
bliziilmesini ve su emilimini arttirir (Cramer ve ark., 2011; Finer, 2012). Kompozit
dolgu materyalleri gelistirilirken, monomer kompozisyonlar1 bu 06zelliklerin

dengelenmesi ilizerine modifiye edilmektedir (Finer, 2012).
e inhibitorler

Organik matriks igerisindeki inhibitorler, monomerlerin kendi kendine polimerize
olmasini engellemek amaci ile eklenen fenol tiirevi bilesikler olup en yaygin olarak
kullanilan ¢esitleri 4-metoksifenol ve 2.4,6-tritersiyer biitilfenol’diir. Malzemenin
yeterli raf mriiniin ve uygun ¢aligma siiresinin saglanmasina yardimeci olurlar (Craig,

1981; Peutzfeldt, 1997).
e Polimerizasyon baslaticilar ve aktivatorler

Polimerizasyon  baglaticilar ve  aktivatorler, kompozitin igerigindeki
monomerlerin polimerize edilerek kompozitin sertlestirilmesine yardimci olurlar.
Polimerizasyon baglaticilar, serbest radikallerin olusmasina yol agarak polimerizasyon

reaksiyonunun baglamasini saglar (Powers, 2002; Finer, 2012).

Farkli polimerizasyon sistemleri arastirilmakla birlikte glinlimiizde en sik
kullanilan kompozitler 11k ile aktive olanlardir (Ferracane, 2011). Kimyasal olarak
sertlesen (otopolimerizan) kompozitlerde polimerizasyon baslatici olarak organik
peroksit, goriniir 151k ile polimerize olan (fotopolimerizan) kompozitlerde ise yaygin
olarak kamforokinon kullanilir (Stansbury, 2000; Finer, 2012). Piyasadaki bazi
formiilasyonlar fenil propandiyon (1-fenil-1,2-propanedion) ve lusirin gibi farkli

baslatici sistemler icerir (Ferracane, 2011).

Polimerizasyon reaksiyonunu hizlandiran maddeler ise aktivatorlerdir. Aktivator
olarak N,N-bis (2 hidroksi etilen)—p-toludin gibi aromatik tersiyer amin kullanilir
(Stansbury, 2000; Ferracane, 2011).
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e Ultraviyole stabilizatorleri

Ozellikle kimyasal sertlesen kompozitlerin polimerizasyon reaksiyonunun
ardindan reaksiyona girmeyen artik iirlinler, ultraviole 1s181n etkisiyle parcalanarak
kahverengi renklesmelere neden olabilirler. Bunu engellemek amaciyla yapiya
ultraviyole stabilizatorleri (6rnegin, 2- hidroksi-4-metoksibenzofenon) ilave edilir
(Willems ve ark., 1993).

e Pigmentler ve diger komponentler

Kompozitin yapisina kiiciik miktarda katilan farkli renk tonundaki pigmentler
sayesinde ¢esitli renklerde kompozitler elde edilir. Bu da restorasyonun dis rengine en
yakin goriintiiyii vermesine olanak saglar (Powers, 2002). Genellikle inorganik
oksitler bu amagcla kullanilir. Demir oksit en ¢ok kullanilan pigment olup saridan griye

kadar renk cesitliligi sunar.

Ayrica dogal dis goriiniimii vermek amaciyla kompozit yapisina floresan 6zellikte
ajanlar da eklenebilmektedir. Bunlar boya veya pigmentlerden olusur ve restorasyonun

renginde beyazlatma etkisi yaratir (Sakaguchi ve ark., 2012a).
4.2.1.2. inorganik faz

Rezin esasli kompozitlerin istiin fiziksel 6zellik gostermesi ve dis dokusuna
benzer niteliklere sahip olabilmesi i¢in organik matrikse farkli boyut, sekil ve miktarda
inorganik doldurucu partikiiller eklenir (Craig, 1981; Dayangag, 2011). Bu partikiiller
kompozitin dayanikliligin1 ve elastikiyetini arttirir, asinma direncini ve marjinal
uyumunu iyilestirir, kompozite radyoopasite Ozellik kazandirir, su emilimini ve
polimerizasyon biiziilmesini azaltir (Cook ve ark., 1984; Kim ve ark., 2002; Zimmerli
ve ark., 2010). Ayrica kompozitin uygulanmasini kolaylastirir ve estetik 6zelliklerini

tyilestirir (Hervas-Garcia ve ark., 2006).

Gecmis zamanlarda inorganik doldurucu olarak c¢ogunlukla kuartz partikiilleri
kullanilirken, giiniimiizde siklikla, organik matriks igerisine dagilmis farkl sekil ve
boyutlardaki cam partikiilleri, kolloidal silikat, borosilikat cam, lityum aliiminyum

silikat, yitriyum cam, baryum aliiminyum silikat ve hidroksiapatit kullaniimaktadir

13



(Bayne ve ark., 1994; Chen, 2010). Asinmaya kars1 direng gostermesi ve radyografide
radyoopak goriintii vermesi i¢in stronsiyum, baryum, ¢inko, zirkonyum gibi maddeler

ilave edilir (Ilie ve Hickel, 2011).

Glintimiizde kullanilan kompozitler, icerdikleri doldurucu miktarlar1 ve boyutlar
acisindan cesitlilik gosterir. Kompozitlerin yapisindaki doldurucu miktarlari hacim
veya agirlik ylizdeleri (genellikle agirlik) ile belirtilir. Doldurucularin yiiksek oranda
ilavesi kompozitin mekanik, fiziksel ve estetik 6zelliklerini arttirirken akiciligini
azaltir. Kii¢iik boyutlu doldurucular estetik 6zellikleri gelistirirken biiyiik boyutta olan
doldurucular fiziksel 6zellikleri arttirir (McCabe ve Walls, 2000; Kim ve ark., 2002).

Son dénemde nano boyutta doldurucularin tiretimi 6n plandadir.
4.2.1.3. Baglayici faz

Organik matriks ile inorganik doldurucular arasinda kimyasal bir baglanma
yoktur. Bu iki yapi arasinda baglanmayi saglamak i¢in baglayicit ajan kullanilir.
Doldurucu partikiillerin yiizeyinin 6nceden bifonksiyonel baglayici ajan ile muamele
edilmesi ve sonrasinda kompozit yapisina katilmasi ile baglanma saglanir (Cramer ve

ark., 2011; Finer, 2012).

Kompozitin mekanik ozelliklerinin 1yi olmasi i¢in, organik matriks ile inorganik
doldurucu faz arasindaki baglanma kuvvetli ve siirekli olmalidir. Bu baglant1 organik
silisyum bilesigi olan silanlar (silikon ve metan kelimelerinin birlesimi ile
adlandinlmigtir) ile gerceklesir (Craig, 1981; Powers, 2002). Cam dolduruculu
kompozitlerde yaygin olarak kullanilan silan tipi  y-metakriloksipropil
trimetoksisilan’dir. Silanlar organik matriksteki metakrilat grubu ile kovalent baglar
kurarken, inorganik kisimda doldurucu partikiillerin yiizeyindeki hidroksil gruplarina

baglanirlar (Craig, 1981; Wilson ve ark., 2005; Chen, 2010; Dayangag, 2011).

Aradaki baglanmanin iyi olmasi, materyalin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerini
gelistirdigi gibi, rezinin ¢6ziinlirliglinii ve su emilimini azaltir (Ferracane, 1995; van
Noort, 2013). Silan baglanma ajanlari, inorganik fazin 6zellikle silika partikiillerinde
olumlu sonuglar verdiginden kompozit dolgu materyallerinin ¢ogunda silika igerikli

doldurucular kullanilir (Wakefield ve Kofford, 2001; Dayangac, 2011).
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4.2.2. Kompozit dolgu materyallerinin siniflandirilmasi

Kompozitlerin siniflandirmasi arastirmacilar arasinda farklilik gostermektedir.
Icerigindeki doldurucu partikiil bityiikliigii ve yiizdesine, viskozitesine, kullanildiklari
bolgeye, polimerizasyon yontemlerine gore olmak tlizere ¢esitli siniflamalar mevcuttur
(Dayangag, 2011). En fazla kullanilan siniflama sistemi Lutz ve Philips (1983)
tarafindan tanimlanan doldurucu partikiil biiylikliigiinii esas alir (Puckett ve ark.,
2007).

4.2.2.1. inorganik doldurucu partikiil biiyiikliigiine gore kompozitler
Kompozitler inorganik partikiil biiyiikliigiine gore,
e  Megafil (50-100 pm),
e  Makrofil (10-100 um),
e  Midifil (1-10 um),
e  Minifil (0,1-1 pum),
e  Mikrofil (0,01-0,1 um) ve
e Nanofil (0,005-0,01 um) olarak siiflandirilabilir (Dayangag, 2011).

Makrofil ve midifil kompozitler, geleneksel kompozitler olarak adlandirilirlar
(Dayangag, 2011). Makrodolduruculu kompozitlerin en 6nemli dezavantaji, organik
matriksin kolayca asinmasi ve doldurucularin aginmayip yiizeyin piiriizlii kalmasina
sebep olmalaridir. Polisaj, dis fircalama ya da cigneme sonucunda rezin matriks

asindik¢a dolgu yiizeyinde ¢ikintilar olusur (Dayangag, 2011; Ferracane, 2011).

Inorganik doldurucu partikiillerin kiigiik ve ¢ok sayida olmasi makrofil
kompozitlere oranla daha diizgiin bir yilizey elde edilmesini saglar. Kiiglik partikiillii
kompozitler cilalanabilirliklerinin iyt olmasi nedeniyle anterior dislerin

restorasyonlarinda tercih edilir (Dayangag, 2011).
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Geleneksel kompozitlerden sonra iiretilen mikrofil kompozitler 1iyi
polisajlanabilen kompozitler olarak da adlandirilir. Ancak mikrofil kompozitlerin daha
az oranda doldurucu icermesinden dolayr dayamikliliklar1 ¢ok iyi degildir. lyi
cilalanabilir olmasinin yani1 sira dayanikliligin da arttirilmas: amaciyla hibrit

kompozitler gelistirilmistir (Ferracane, 2011).
e Hibrit kompozitler

Hibrit kompozitler, ¢esitli biiyiikliikteki doldurucu partikiillerin karigimini igeren
kompozitlere denir. Giiniimiizde kullanilan kompozitlerin biiyiikk ¢ogunlugu genel
olarak hibrit kompozit olarak smiflandirilir. Bu genis kategori geleneksel hibrit,
mikrohibrit ve nanohibrit kompozitleri icerir (Ferracane, 2011). Hibrit ismi,
submikron inorganik partikiiller (0,04-0,2 um) ile kii¢iik partikiiller (1-4 pm) iceren
rezin kompozitlerin karisimini ifade eder. Cesitli biiyiikliikte doldurucu partikiillerin
bilesimi materyalin asinma ve kirilma direnci ve cilalanabilme 6zelligini arttirir ve
materyalin hem anterior hem de posterior bolgede kullanimini miimkiin kilar (Puckett
ve ark., 2007).

Mikrohibrit kompozitler cilalanabilir ve dayanikli olmasi nedeniyle 6n ve arka
dislerin restorasyonunda kullanilabilir ve ‘’universal kompozit’’ olarak kabul edilir
(Ferracane, 2011).

Son yillarda mikrohibrit kompozitlerin yapisina nano boyutta doldurucu partikiil
ve polimerize edilmis rezin doldurucularin eklenmesiyle olusturulan, hem arka hem
on dis grubu dislerin restorasyonunda kullanilabilen (universal) nanohibrit
kompozitler gelistirilmistir (Ferracane, 2011). Bu tip kompozitler mikrofil kompozitler
gibi iyi cilalanabilmenin yani sira, hibrit kompozitler gibi ¢igneme kuvvetlerine karsi
dayaniklilik gosterir. Estetik 6zelliklerinin yaninda iyi fiziksel 6zelliklere sahiptir ve
bu sayede universal olarak uygulanabilir. Mikrohibrit ve nanohibrit kompozitlerin
Ozellikleri birbirine benzer olup mikrofil kompozitlere gore mekanik olarak
tstiindiirler (Ilie ve Hickel, 2009).

Doldurucu partikiill modifikasyonuna gore kompozitlerin kronolojik gelisimi

Ferracane (2011) tarafindan 6zetlenmistir (Sekil 2).
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* Polimerize edilmis rezin doldurucu igerebilir.

Sekil 2. Doldurucu partikiil modifikasyonuna gére kompozitlerin kronolojik gelisimi
(Ferracane, 2011)

4.2.2.2. Viskozitelerine gore kompozitler

Doldurucu partikiil boyutu, dagilimi, morfolojisi ve monomer teknolojisindeki
ilerlemeler, 6zel uygulama alanlarma sahip kompozitlerin gelistirilmesine neden

olmustur:
e Akiskan kompozitler

Akiskan kompozitler ilk olarak 1995 yilinda hizmete sunulan, doldurucu oraninin
azaltilmasi ile elde edilen diisiik viskoziteli kompozitlerdir. Akiskanlig: arttirmak ve
kavite duvarlarina daha iyi adapte olabilmesi i¢in genellikle daha az miktarda ve kiigiik
boyutta inorganik doldurucu igerirler (Wakefield ve Kofford, 2001; Dayangac, 2011).
Ancak biiyiik 6l¢iide doldurucu kismin azaltilmasi mekanik ve biiziilme 6zelliklerini
kotii etkileyeceginden, yiizey hazirlayict gibi modifiye edici ajanlar eklenerek
akiskanlig1 kontrol edilir. Ozel sirmga sistemi ile kaviteye uygulanmasi kolay ve

akigkanlig1 sayesinde kaviteye adaptasyonu iyidir (Bayne ve ark., 1998).
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Materyalin akigkan yapisindan dolayr kavite preparasyonunun tabanindaki ve
duvarlarindaki mikrodefektlerin kapatilmasi, kiiclik kavitelerin ve sinif V kavitelerin
restorasyonu, fissiirlerin ortiilmesi, kompozit dolgularin tamiri gibi ¢esitli kullanim
alanlar1 vardir. Derin kavitelerde kompozitlerin altinda stres kirici materyal / kaide
materyali olarak kullanimlar1 miimkiindiir. Bu amagla kullanildiginda, elastik bir
tabaka olarak davranip olusan stresi absorbe eder (Cadenaro ve ark., 2009). Ayni
zamanda, tizerine uygulanacak kompozit dolgu materyalinin miktar1 azaltilmis
oldugundan, polimerizasyon biiziilme orani da azaltilmis olur. (Labella ve ark., 1999;
Stein ve ark., 2005). Smf II restorasyonlarda nanofil veya kondanse olabilen
kompozitlerle birlikte kullanildiklarinda, akiskan kompozitlerin mikrosizintiy:
azalttig1 gosterilmistir (Sadeghi ve Lynch, 2009).

Ancak doldurucu oraninin az olmasindan dolay1 akiskan kompozitlerin asinma
direnci diisiiktiir; bu nedenle okliizal kuvvetlere birebir maruz kalan bolgelerde
kullanilmamalidir. Ayrica ytliksek polimerizasyon biiziilmesi nedeniyle ince tabakalar

halinde uygulanmalidir (Bayne ve ark., 1998).

Bir bagka siiflamaya gore ise kompozitler {i¢ gruba ayrilarak diisiik viskoziteye
sahip akigkan kompozitler “’light-body kompozitler’” olarak adlandirilirken, 6n ve
arka grup dislerde kullanilabilen mikrofil, hibrit ve mikrohibrit olanlar <’medium-body
kompozitler’’, kondanse edilebilir kompozitler ise <’heavy-body kompozitler’” olarak

gruplandirilmaktadir (Jackson ve Morgan, 2000).
e Kondanse olabilen kompozitler

Kondanse olabilen kompozitler, amalgam ve altin alasimlarina alternatif olarak
estetik restoratif materyallerin arka dislerde de uygulanmasi amaci ile piyasaya
stiriilmiistiir. Asir1 basing altindaki arka dis restorasyonlarda amalgama benzer sekilde
kondanse edilebilir 6zelliktedir. Bu kompozitler hibrit kompozitlere oranla daha ¢ok
doldurucu igerirler ve doldurucu dagilimlart da farklidir (Jackson ve Morgan, 2000;
Manhart ve ark., 2000; Loguercio ve ark., 2001). Viskozite artig1 partikiil sayisindaki
artigtan ¢ok, partikiillerin sekil, boyut ve dagiliminda yapilan degisiklikler ve fiberlerin
eklenmesiyle saglanir (Choi ve ark., 2000). Hibrit kompozitlerden daha kolay

proksimal kontak olusturulabilecegi diisiiniiliir (Ferracane, 2011).
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Ancak hibrit kompozitlere gore biiyiilk doldurucu partikiil icermesinden dolay1
bitirme ve cilalama islemlerinden sonra yiizeyin piiriizlii kalma riski vardir (Jackson
ve Morgan, 2000). Yiiksek viskozitelerinden dolayr kiigiik okluzal kavitelere
uygulanmalar1 zordur ve kavite duvarlarinda ve kompozit tabakalari arasinda bosluklar
olusabilir. Dolayisiyla derin kavitelerde tabakalama tekniginin uygulanmasi zor
olmaktadir. Kavite duvarlarina adaptasyonu arttirmak i¢in akiskan kompozit rezinlerle

kullanilmalar1 6nerilir (Roeters ve ark., 2005).

Tabakalama teknigi, 1sikla polimerize olan kompozitlerin sinirli kalinlikta
kaviteye uygulanarak polimerize edilme teknigi olup altin standart olarak kabul edilir.
Kompozitin maksimum uygulama kalinligr 2 mm olarak tanimlanir (Sakaguchi ve
ark., 1992; Pilo ve ark., 1999) Ancak, derin kavitelerde tabakalama teknigi ile
restorasyonun tamamlanmasi, zaman alici olmakta ve tabakalar arasinda hava
bosluklari kalmasma sebep olabilmektedir. Bu sebeple arka dis restorasyonunda
zaman kazandirici restoratif materyal arayisi i¢ine girilmis ve son donemde kaviteye
kiitlesel yerlestirilebilen *’bulk fill”” kompozitler piyasaya siiriilmiistiir (Flury ve ark.,

2012).

e Bulk Fill kompozitler

Bulk fill kompozitler, 4 mm kalinliga kadar tek seferde kaviteye uygulanma
ozelligine sahiptir. Igerige eklenen polimerizasyon saglayici dzel ajanlar sayesinde
polimerizasyon asamasinda minimum polimerizasyon biiziilme 6zelligi gosterir (Flury
ve ark., 2012). Kiitlesel yerlestirilebilme 6zelligi sayesinde dolgu yapimi sirasinda
zorluk yasanan posterior alanlarda kullanim kolayligi sunar (Rodriguez-Lozano ve

ark., 2013).

Piyasaya ilk siiriilen bulk fill kompozitler, kaviteye uygulandiktan sonra en iist
tabakaya geleneksel bir kompozit uygulamasini gerektirirken, son donemde piyasaya
stiriilen bulk-fill kompozitler i¢in bdyle bir isleme gerek kalmamakta ve dolayistyla bu
da kullanimlarim1 daha pratik hale getirmektedir (Ilie ve Draenert, 2013). Bu
kompozitlerin bir kismi1 diisiik viskoziteye, bir kismi da yliksek viskoziteye sahiptir.
Yiiksek viskoziteye sahip olan bulk fill kompozitlerin, diisiik viskoziteli olanlara gore

daha iyi mekanik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Bucuta ve Ilie, 2014).

19



Geleneksel kompozitlerle genellikle ayni monomer yapiya ve polimerizasyon
baslatic1 sistemlere sahip olan bulk fill kompozitlerin baz1 ¢esitlerinde, bunlara ek
olarak farkli polimerizasyon baslaticilar da kullanilmaktadir. Polimerizasyon derinligi

genellikle kompozitin translusentligi arttirilarak saglanir (Lee, 2008).

4.2.3. Kompozit dolgu materyallerinde son gelismeler

Kompozitin kesfedilmesi, Restoratif Dis Hekimligi’nde énemli bir adimdir ve
yapist elli yildan bu yana biiylik gelisme goOstermistir. Ancak polimerizasyon
bliziilmesi, sekonder ¢iirlik olusumunun nedeni olarak gosterilen dolgu ile dis
arasindaki baglantinin zamanla bozulmasi, artik monomerlerin salinimi sonucu
sitotoksik etkilerin goriilmesi gibi bazi istenmeyen 6zellikleri nedeniyle arastirmacilar
yeni arayislar i¢indedir (Jandt ve Sigusch, 2009). Kompozitlerde meydana gelen
gelismeler, genel olarak doldurucu partikiil ve organik matriks teknolojisindeki

gelismeleri igerir.
4.2.3.1. Doldurucu partikiil alanindaki gelismeler

Giinlimiizde nanoteknoloji sayesinde, doldurucu partikiil biiyiikliiklerinin giderek
kiigiiltiilmesi ve daha iiniform yapida olusturulmasi ile fiziksel ozellikleri, kaviteye
uygulanimi ve cilalanabilirligi daha iyi olan nanohibrit ve nano kompozitler
uretilmektedir (Hickel ve ark., 1998). “Nano” kelimesi Yunanca kokenli olup,
nanometre (nm), 107 metreyi veya 1073 mikrometreyi (um) ifade eden bir 6lcii
birimidir. Nanoteknoloji farkli kimyasal ve mekanik yollarla 0,1-100 nm boyutundaki
cesitli materyal ve fonksiyonel yapilarin iiretilmesi ve kullanilmasi olarak bilinir

(Ferracane, 1995).

Nanoteknoloji sayesinde inorganik doldurucu kismi nanomer ve nano
kiimeciklerden (nanocluster) olusan nano dolduruculu kompozitler gelistirilmistir
(Chen, 2010) (Sekil 3, 4). Nanomer yapis1 5 nm’den 75 nm’ye kadar olan bir araliktaki
partikiilleri ifade eder. Nano kiimecikler ise kiigiik nanomerlerin gevsek baglar ile
meydana getirdigi yapilardir. Silika veya zirkonyum partikiillerini igerirler. Organik
matriksin igine, nanomer ve nano kiimecikler birlikte katilarak, agirlik¢a % 72-87

oraninda doldurucu igeren kompozit yapist meydana getirilir. Nano doldurucularin
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geleneksel mikro dolduruculara gore daha kiiglik olmalari, organik yapi ile temas eden
yiizey alanmin artmasini ve inorganik faz-organik faz baglantisinin daha kuvvetli
olmasini saglar (Mitra ve ark., 2003; Ure ve Harris, 2003). Doldurucu oraninin artmasi
ile organik matriks faz1 azalmis ve bu sayede kompozitin polimerizasyon biiziilme
orani da azaltilmis olur. Ayrica iyi estetik ve optik 6zellikler gostermesi nedeniyle 6n
bolge restorasyonlarinda rahatlikla kullanilir (Mitra ve ark., 2003; Chen, 2010).

Nano

X
= ‘9 kiimecikler

10 Nanomer

Nano kiimecikler

Sekil 4. Nanomer ve nano kiimecik igeren nano kompozit yapisinin geg¢irimli elektron
mikroskop (Transmission electron microscobe) goriintiisii (Sakaguchi ve ark., 2012a)

Son dénemde kompozit yapisina polimer nanofiberler, cam fiberler ve titanyum
nanopartikiillerinin eklenmesi iizerine yapilan c¢aligmalar mevcuttur (Chen, 2010).
Antibakteriyel 6zellik i¢in kompozit i¢erisine fluorid (Xu ve ark., 2010b), klorheksidin
(Leung ve ark., 2005) gibi maddeler eklenmistir. Doldurucu yapisina kalsiyum fuorid
eklenen kompozitlerin yiiksek oranda fluor salimmimi gergeklestirdigi ve mekanik
Ozelliklerinin yeterli oldugu gosterilmistir (Xu ve ark., 2010a). Belki de en umut verici

deneysel ¢aligsmalardan biri, kompozit yapisina dikalsiyum veya tetrakalsiyum fosfat
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nanopartikiillerinin eklenerek mekanik 0Ozelliklerin iyilestirilmesinin yani sira,
kalsiyum ve fosfat salinimi sayesinde remineralize edici zelligin saglanabilmesi

olmustur (Xu ve ark., 2006).
4.2.3.2. Organik matriks alamindaki gelismeler

Doldurucu partikiil alanindaki yeniliklerin yan1 sira, kompozitlerdeki
polimerizasyon  biiziilmesinin  azaltilmasina  yonelik  olarak,  kompozit
formiilasyonunda yeni monomerler ve kendiliginden dis yapisina adezyon saglayan
(self-adeziv) kompozitlerin gelistirilmesi lizerine ¢alismalar mevcuttur (Ferracane,

2011).

Polimerizasyon biiziilmesinin azaltilmasi1 amaciyla epoksi bazli siloran dolgu
materyali gelistirilmistir. Iyi mekanik 6zelliklerinin oldugu bildirilmis (Ilie ve Hickel,
2009), ancak marjinal biitlinliik 6zelligi nanohibrit kompozite kiyasla basarisiz
bulunmustur (Schmidt ve ark., 2011). Ayn1 amagla, yiiksek molekiiler agirliga sahip
monomerlerin {iretilmesi denenmistir. Modifiye iiretan dimetakrilat monomeri
(DX511), tiretan monomer TCD-DI-HEA (Marchesi ve ark., 2010), dimer asit

monomeri (Lu ve ark., 2010) bu monomerlere 6rnek olarak sayilabilir.

Son donemde, adeziv monomer igerikli akiskan kompozitler de gelistirilmistir. Bu
kompozitlerin yapisinda, geleneksel metakrilat monomer sistemine ek olarak, dental
adeziv ajanlarda yer alan asidik monomerler bulunur. Kiiciik kavitelerin
restorasyonunda ve derin kavitelerde kaide materyali olarak kullanimi onerilir

(Ferracane, 2011).

Gelecekte de nanoteknoloji sayesinde ¢esitli biyomateryallerin gelistirilmesiyle
birlikte kompozitlerin yapisinda farkli yenilikler beklenmektedir. Bu sayede yeni
dénem kompozitlerin antimikrobiyal etkili, dis etkenlere karsi kendi kendini onarici
ve dental sert doku rejenerasyonu saglayict gibi 6zellikler tasimasi beklenmektedir

(Jandt ve Sigusch, 2009; Ferracane, 2011).
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4.2.4. Kompozit dolgu materyallerinin polimerizasyonu

Polimer yapisi, monomer adi verilen ¢ok sayida kiiglik molekiiliin kimyasal
baglarla bir araya gelerek olusturdugu uzun zincirli molekiillerdir. Polimerizasyon
monomerlerin polimerlere doniismesi olayma denir. Dis hekimliginde kullanilan

monomerler genellikle sivi formdadir ve polimerizasyon siirecinde sertleserek kati

forma doniistir (McCabe ve Walls, 2000; Sakaguchi ve ark., 2012b).
Polimerizasyon yontemlerine gére kompozitler:
e Kimyasal olarak polimerize olan (otopolimerizan) kompozitler,

e Isik ile polimerize olan (fotopolimerizan) kompozitler (mor otesi 151k,

goriiniir 151k, lazer 15181),

e Hem kimyasal hem de 151k ile polimerize olan (dual cure) kompozitler

olarak siniflandirilir (McCabe ve Walls, 2000; Dayangag, 2011).

Goriiniir mavi 1sikla polimerizasyon, 1970’li yillarda gelistirilmis ve giinlimiizde
kullanilan en yaygin polimerizasyon yontemidir (Celik ve Ozel, 2008). Istk kaynaginin
rezin igerigindeki baslatict molekiilleri aktive etmesi ile serbest radikaller olusur ve
polimerizasyon baglar. Bagslatict molekiillerin 151k kaynagi ile aktive edilebilmesi i¢in
15181 ve molekiillerin birbirlerine uygun dalga boylarinda olmalari gerekir. AkSi
takdirde rezin materyalin polimerizasyonu yetersiz kalir (McCabe ve Walls, 2000; van
Noort, 2013). Giiniimiizde kompozit rezinlerin polimerizasyonunda kullanilan 1s1k
kaynaklar1 kuartz tungsten halojen, <’light emitting diode’’ (LED), plazma ark ve lazer
151k kaynaklaridir (Powers, 2002; Bektas ve ark., 2006; Celik ve Ozel, 2008).

Polimerizasyon i¢in goriiniir mavi 1s1gm 450-500 nm dalga boyunda veya
giiciiniin en az 300 mW/cm? olmasi gerekir. Polimerizasyon baslatict olarak en ¢ok
kamforokinon kullanilir (Stansbury, 2000). Bu kompozitlerde 450-500 nm dalga
boyundaki 15181 absorbe eden kamforokinon harekete geger, aktivator olarak ilave
edilen amin ile reaksiyona girerek serbest radikaller olusturur ve bu sayede
polimerizasyon baslamis olur. Ortaya ¢ikan serbest radikallerin monomer molekiilleri

ile etkilesime girmesi sonucu polimerizasyon ilerler ve reaksiyona girmemis
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monomerlerin de yapiya eklenmesiyle polimer zinciri biiylir. Ortamdaki serbest
radikaller veya monomerlerin azalmasiyla da reaksiyon sonlanir (Sakaguchi ve ark.,
1992; Sakaguchi ve ark., 2012b).

Isik ile sertlesen kompozitlerin dezavantaji polimerizasyonun her bolgede ayni
oranda olamamasidir; ylizeye yakin bolgelerde derin bolgelere gore daha iyi
polimerizasyon gerceklesir (Cook ve ark., 1984). Bu nedenle kavite derinliginin 2
mm’yi astifi durumlarda kompozitin tabakalama teknigi ile uygulanmasi gereklidir.
Bu teknikte kaviteye en fazla 2’ser mm kalinliginda kompozit yerlestirilerek
polimerizasyon saglanir. Boylece her tabakaya 1s181n esit derecede etki etmesi ile
polimerizasyonun yeteri kadar saglanmasi ve polimerizasyon biizlilmesinin azaltilmasi

amaglanir (Liebenberg, 1996).
Polimerizasyon derecesi

Polimerizasyon boyunca monomerlerin polimere doniisiim oranina verilen addir

ve karbon ¢ift baglarinin tek baglara doniisme miktarinin yiizde cinsinden ifadesidir

(Ferracane, 2001).

Kompozitin igerisindeki bilesenler (monomer yapisi, baslaticilar vb.)
monomerlerin polimere doniisiim oranini etkiler (Finer, 2012). Ayrica kullanilan 15181
dalga boyu, yogunlugu ve uygulama sekli, uygulama siiresi, ortam 1sis1 ve ortamda
oksijenin varligr gibi birtakim faktorler de bu oranin etkilenmesine sebep olur
(Stansbury, 2000; Komiirciioglu ve ark., 2005).

Ortamdaki oksijen varliginin polimerizasyonu inhibe etme 6zelligi vardir. Serbest
radikaller oksijenle reaksiyona girmeye daha egilimli oldugundan, kompozitin
oksijenle temas eden en iist yiizeyinde polimerizasyon tam olarak gerceklesemez. Bu
nedenle restorasyonun en iist tabakasina “’oksijen inhibisyon tabakasi’’ denir ve
mutlaka uzaklastirilmasi gerekir (Bowen ve Marjenhoff, 1992; Ferracane, 1994). Aksi
takdirde polimerize olmamis monomer ve dis etkenler sonucu materyalde olusan

bozunma tirtinleri ortama salinir.
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4.2.5. Reaksiyona girmemis artik monomer salinim

Reaksiyona girmeyerek polimere doniismeden kalan monomerler, artik monomer
olarak adlandirilir ve materyal yapisinda bozukluga yol agarak restorasyonda

basarisizliklara sebep olur (Nalgaci ve Ulusoy, 2005; Frankenberger ve ark., 2013).

ideal bir polimerizasyonda tiim monomerlerin reaksiyona girerek polimer
zincirinde yer almasi gerekir. Ancak polimerizasyon sirasinda molekiillerin polimer
zincire katilmasiyla viskozite artar ve monomerlerin polimerlere doniisiimii yavaslar.
Bu durumun, miktar1 giderck azalan polimerize olmamis monomerlerin hareketinin
yavaslamasina ve dolayisiyla polimerizasyon alanina gegisinin azalmis olmasina bagl
oldugu distiniilmektedir. Sonug olarak bir miktar monomer, reaksiyona Katilamayip
arttk monomer olarak kalabilmektedir (Tuna ve Gengay, 2006). Isikla polimerize olan
sistemlerde reaksiyona giren monomer ¢ift baglarinin yiizdesi %55-80 olarak
bildirilmistir (Ferracane 1994, Peutzfeldt 1997, Komiirctioglu 2005, Tuna ve Gengay
2006).

Rezin esasli kompozitlerden reaksiyona girmeyerek bulundugu ortama salinim
gosteren TEGDMA, Bis-GMA, UDMA gibi monomerlerin miktarlart yiiksek
performansli sivi kromatograf (HPLC), gaz-sivi kromatograf ve gaz kromatograf/mass
spektrometre cihazlar1 ile oOlgiilebilir. Bunlardan HPLC cihaz1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (Michelsen ve ark., 2003).

Meydana gelen artik monomer salinimi, difiizyon prensibine dayanir; kompozitin
yapisina ve ortama baglidir (Oilo, 1992; Ferracane, 1994; Moharamzadeh ve ark.,
2007b). Polimerizasyondan hemen sonra arttk monomer saliniminin en yiiksek
seviyede oldugu ve bir hafta sonrasinda ise belirgin diizeyde azaldig1 gosterilmistir
(Muller ve ark., 1997). Yapilan in vivo bir ¢alismada kompozit dolgu materyalinin
uygulanmasindan 6nce ve uygulanmasindan 10 dakika, 24 saat ve 7 giin sonra tiikiiriik
ornekleri alinarak monomer salinimlar1 degerlendirilmistir. 10. dakikada Bis-GMA, 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), UDMA, TEGDMA monomerleri ve 24. saatte sadece
HEMA monomerinin varligr saptanirken, Bis-EMA monomerine higbir Ornekte

rastlanmamistir (Michelsen ve ark., 2012).
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Ortama bagli artik monomer saliniminin degerlendirildigi bir baska caligsmada ise,
su igerisinde 3 saat boyunca bekletilen kompozit 6rneklerinden % 50 oraninda salinim
gerceklestigi, etanoliin eklenmesiyle salinim oraninin % 75’e yiikseldigi; ilk 24 saat
icinde salimimin gerceklestigi ve salinim hizinin ortama gore farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Ferracane ve Condon, 1990). Yirmi dort saatte salinimin tamamlanmasi,
arttk monomer saliniminin stirekli bir olay olmadigin1 géstermekle birlikte, yapilan
deneylerin in vitro olmasi nedeniyle agiz ortaminin tam olarak yansitilamamakta
oldugu da bildirilmistir (siirekli mekanik asinma, ortamin sitirekli degismesi vb.)

(Finer, 2012).

Polimerizasyondan hemen sonra arttk monomer saliiminin gergeklesmesinin
yani sira, uzun vadede, polimerize olmus kompozitin ylizey yapisinin erozyon ve
tukiiriigiin etkisiyle hidrolitik bozunmasi sonucu bazi bilesenlerin de ortama salindigi
bilinmektedir (Gopferich, 1996). Uzun vadede ger¢eklesen bu bozunma, insan
tikiirtigiinde bulunan esteraz gibi enzimlerin etkisiyle olmakta ve yapilan ¢alismalarda
bozunma derecesi genellikle mikrosertlik 6l¢timleri ile iliskilendirilmektedir (Santerre
ve ark., 1999; Shokati ve ark., 2010). Literatiirde, insan tiikiiriigiinden elde edilmis
esteraz enzimleriyle inkiibe edilen Bis-GMA/TEGDMA monomer yapisina sahip
kompozitin kiitlesinde kontrol grubuna gore belirgin bir azalma oldugu saptanmistir
(Finer ve Santerre, 2004). Bis-GMA yapisi, TEGDMA ve UDMA ’ya kiyasla hidrolitik
bozunmaya karsi dayanikli bulunmustur (Munksgaard ve Freund, 1990). Farkli bir
caligmada ise esterazlarin etkisi ile ortama Bis-GMA ve UDMA monomeri salindigi
belirtilmistir (Al-Hiyasat ve ark., 2005).

Kompozit uygulamalarinda ortama salinan artik monomer miktarini1 tamamen yok
etmek olanaksiz oldugundan salinan monomer miktarint minimale indirmek igin
kompozit dolgu materyallerinin en ideal sekilde, teknigine uygun, dikkatli ve hassas

bir sekilde uygulanmasi gereklidir (Giil ve Akgiil, 2013).

Artik monomerler, kompozit materyalinin mekanik yapisin1i bozmakla birlikte
biyolojik 6zelliklerini de olumsuz yonde etkiler (Nalgact ve Ulusoy 2003). Yapilan
caligmalarla, bu monomerlerin toksik oldugu cesitli testler ile gosterilmis; sitotoksik,
genotoksik, mutajenik / 6strojenik etkilerinin ve pulpal enflamasyon olusturma

potansiyellerinin oldugu belirtilmistir (Geurtsen ve ark., 1998; Schmalz, 1998;
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Geurtsen, 2000; Schweikl ve ark., 2006). Bu nedenle bu materyallerin biyouyumluluk
acisindan sorgulanmasi gerektigi bildirilmektedir (Schmalz 1998; Geurtsen 2000).

4.3. Kompozit Dolgu Materyallerinin Biyouyumlulugu

Dis dokusunun restorasyonunda kullanilan dental materyallerin sahip olmasi
gereken Ozellikler agisindan birgok faktor géz oniine alinmalidir. Fonksiyonel, estetik
ve biyolojik Ozellikler ana faktorler olarak siralanabilir (Ilie ve Hickel, 2011). Bu
materyallerin fiziksel ve mekanik Ozellikleri dis yapilarina benzer olmali, ¢igneme
kuvvetlerine dayanabilmeli, dogal dis goriinimiinde olmali, disin form ve
fonksiyonunu geri kazandirabilmelidir (Vaderhobli, 2011). lyi bir renk uyumu,
optimum cilalanabilirlik, marjinal veya ylizey renklesmesinin olmamasi ve uzun
dénemde iyi anatomik formun korunmasi gibi estetik gereklilikleri de karsilamalidir.
Ayrica, biyouyumlu olmasi (sistemik ve lokal), postoperatif agri ve hassasiyetin
olmamasi, catlak ve kiriklar1 onleyerek dis yapisim1 korumasi ve ciiriik Onleyici
Ozelliginin olmasi1 gibi biyolojik 6zelliklere de sahip olmalidir (llie ve Hickel, 2011,
Vaderhobli, 2011).

Uygun restoratif materyalin se¢imi ve kabul edilebilirligi sadece onlarin fiziksel
ve kimyasal iistiinliiklerine gore olmayip, ayn1 zamanda biyouyumluluklarina baglhdir.
Biyouyumluluk, bir materyalin spesifik bir uygulamada viicudun lokal veya sistemik
toksisite, alerji, mutajenik ve karsinojenik etki gibi doku reaksiyonlari olusturmamasi
veya kabul edilebilir doku cevabi saglamasi olarak tanimlanir (Nicholson ve Croll,
1997; Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009). Biyouyumlulugu, materyalin korozyona
ugramasi veya ¢Oziinirliigii sonucu materyalden salinan maddeler belirler. Bu
maddeler hiicrelere zarar verebilmekte veya enflamasyona neden olabilmektedir.

(Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009).

Biyomateryal, insan viicuduna yerlestirilerek biyolojik sistemle iliskide olan
materyallere verilen isimdir. Dental materyaller agiz bosluguna yerlestirildikleri i¢in
bu gruba dahil edilir. Bu nedenle bazi yasal diizenlemelere tabi tutulmasi, giinliik dis
hekimligi pratigini etkiler. Ozel sertifikasyon uygulamalarindan basariyla gegen dental
materyaller kullamma sunulur (Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009). Ozellikle

nanoteknoloji, bilisim teknolojileri ve fabrikasyon yontemlerindeki gelismelere
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paralel olarak giinimiizde daha uyumlu biyomateryallerin  gelistirilmesi
hedeflenmektedir (Wataha, 2001).

Biyouyumlu olmayan materyaller ise insan saglig1 lizerine bazi etkilere sahiptir.
Bu etkiler, sistemik ve lokal toksisite, alerji, diger etkiler (mutajenik, karsinojenik ve

teratojenik etkiler) olarak siralanabilir (Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009).

Bir materyalin biyouyumlu olup olmadig sitotoksisite, genotoksisite, mutojenite
gibi ¢esitli testler ile belirlenir. Agiz ortaminda kullanilacak restoratif materyallerin
biyouyumlu olup sistemik ve lokal toksik etki olusturmamasi, pulpa ve periodontal
ligament (PDL) gibi ¢evre dokulara zarar vermemesi onemlidir (Moharamzadeh ve
ark., 2009; Tuncer ve Demirci, 2011). Bu nedenle klinik olarak uygulanmadan énce
her restoratif materyalin  biyouyumlulugunun ¢esitli  standardize testlerle
degerlendirilmesi gereklidir (Schmalz 1998; Geurtsen, 2000).

Amerikan Gida ve flag¢ Kurumu [Food Drug Administration (FDA)], agiz ortami
ile kisa siireli temasta bulunan 6l¢ii maddesi ya da restoratif materyaller gibi uzun
doénem kullanilan materyallerin olusturabilecegi yan etkileri g6z 6niinde bulundurarak,
yapilan ¢esitli testler sonucunda bu materyaller igin kullanim onay1 verir (Tuncer ve

Demirci, 2011).
4.3.1. Sistemik toksisite

Toksisite, bir materyalin kimyasal yollarla biyolojik sisteme zarar vermesi olarak

tanimlanir (Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 2009).

Sistemik toksisite varliginda, materyalin etkisi uygulandigi bdlgeden uzakta
goriliir. Hemen hemen tiim dental materyallerden agiz bosluguna cesitli maddeler
salinir. Bu maddeler yutkunma ve solunum yoluyla farkli rotalar1 takip ederek viicuda
girebilir ve kan dolasimi1 yoluyla farkli organlara tasmnabilir. Eger maddenin
konsantrasyonu fazla ise bulundugu yerdeki fonksiyonu engelleyebilir ve sistemik
toksisite ortaya g¢ikabilir. Maddenin akut, subakut ve kronik olmak tizere ii¢ farkl
sistemik etkisi goriiliir. Amalgam disinda dental materyallerin kronik temasina bagl
olusan kronik toksisite ile ilgili ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir (Schmalz ve

Arenholt-Bindslev, 2009).
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Sistemik toksik etki alerji, Ostrojenite, mutojenite ve karsinojenite testleri ile

degerlendirilir (Moharamzadeh ve ark., 2009).

Kompozit dolgu materyalleri ile ilgili meydana gelen alerji sorunlar1 kontakt
dermatitis seklinde karsimiza c¢ikar (Lygre ve ark., 1999). Hasta, dis hekimleri ve
yardimcilar1 arasinda alerjik reaksiyon goriilme sikligimin % 0,7 ile % 2 arasinda
oldugu belirtilmistir. Kompozitin direkt temasta oldugu deri ve mukozada doku
reaksiyonu olarak hafif kirmizilik gozlenirken, alerji s6z konusu ise ellerde,
parmaklarda, 6n kolda veya indirekt temas sonucu yiizde, géz kapaginda ve boyunda
kontakt dermatitis gibi reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir (Ortengren ve ark., 1999; Geurtsen
ve Leyhausen, 2001; Goldberg, 2008). Bu nedenle rezin esasli materyallerdeki
potansiyel igeriklere dikkat edilmesi ve bu materyaller ile direkt deri temasindan

kag¢inilmasi Onerilir (Schmalz, 1998).

Kompozitlerin giivenilirligi ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalara bakildiginda bu
materyallerin Gstrojenik etkisi oldugundan bahsedilmektedir. BPA ve Bis-GMA gibi
bilesiklerin ksenodstrojenler igerebildigi; ksenodstrojenlerin ise, yapisal olarak
Ostrojene benzemeseler de bu dogal steroid hormonunun etkilerini taklit edebilme
yeteneklerinin oldugu ve dolayisiyla karsinojenik potansiyellerinin bulundugu
diistintilmektedir (Soderholm ve Mariotti, 1999; Wada ve ark., 2004; Sasaki ve ark.,
2005; Azarpazhooh ve Main, 2008). BPA, Bis-GMA ve bisfenol-A dimetakrilat (Bis-
DMA)’nin  hiicre kiiltiirii  sistemlerinde Ostrojenik  davraniginin  incelendigi
calismalarda BPA ve Bis-DMA’nin 6strojenik etkilere sebep oldugu, Bis-GMA nin
ise boyle bir etki gostermedigi tespit edilmistir (Fung ve ark., 2000). Arastirmalarda
Bis-DMA ’nin enzimler tarafindan BPA’ya parcalandigi ve bu enzimlerin de tiikiiriikte

mevcut oldugu belirtilmistir (Schmalz ve ark., 1999).

Bununla ilgili olarak Olea ve ark. (1996), calismalarinda ¢ocuklara fissiir ortiicii
uygulamislar; tedaviden once ve tedaviden 1 saat sonra tiikiiriik 6rneklerini almiglardir.
Tedavi sonrasi aliman 6rneklerde BPA bulundugunu tespit ederek Bis-GMA bazlh
kompozitlerin dis hekimliginde kullaniminin ve 6zellikle ¢cocuklarda yapilan fissiir

ortiicli uygulamalarinin dstrojenik etkilere sebep olabilecegini belirtmislerdir.
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Fung ve ark. (2000) ise, ayni fissiir ortiicli materyalini ¢aligmalarinda kullanarak
uygulamadan sonra belirli araliklarla tiikiiriik ve kan Orneklerini toplamislardir.
Sonugta tiikiiriik Orneklerinde BPA’nin sadece 1 ve 3 saatlik orneklerde tespit
edildigini, 24 saatlik tiikiiriik 6rneginde ve tiim araliklarda alinan kan 6rneklerinde ise
tespit edilemedigini saptamislardir. Arastirmacilar bu sonuglardan yola ¢ikarak,
BPA’'nin agiz ortamma salinsa da absorbe edilmedigi, sistemik dolasimda
belirlenemeyecek kadar kiigiik oranda bulunabilecegi ve potansiyel bir Ostrojenik

etkisinin olamayacagi sonucunu ¢ikarmiglardir.

Mutojenite  ve Kkarsinojenite  degerlendirmeleri, sistemik uyumlulugun
degerlendirilmesinde kullanilan diger parametrelerdendir. Genetik hasarin gelecek
nesillere aktarilmasi olarak tanimlanan mutajenite hiicre ¢ekirdegini etkileyen ve
genellikle DNA iizerinde mutasyon gibi kalici nitelikte degisiklikler olusturan
durumdur (Schweikl ve ark., 2007; Schmalz, 2009). Karsinojenite, in vivo olarak
kanser olusturma yetenegidir. Mutajenite ayni zamanda materyallerin olasi
karsinojenik etkisinin belirteci olarak kabul edilir. Genler tizerinde toksik etkisi olan
maddeler ise genotoksik olarak tanimlanir (Schmalz, 1998). Yapilan in vitro
degerlendirmeler sonucunda, kompozit yapisindaki bilesenlerin mutajenik etki
gosterdigi ve DNA genomunda degisimlere (genotoksisite) neden olabilecegi
bildirilmistir (Schweikl ve ark., 2005b; Schweikl ve ark., 2006).

Sistemik toksisite testlerinin sonucunda, kompozitlerin s6z konusu strojenik ve
diger etkilerinin hastanin genel sagligini tehdit edecek diizeyde olmadigi, bunun da
ortaya ¢ikan dozlarin ¢ok diisiik miktarda olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir

(Schmalz ve Arenholt-Bindslev, 1998; Cao ve ark., 2009).

4.3.2. Lokal toksisite

Lokal toksisite varliginda ise materyalin etkisi uygulandig1 bdlgede ortaya cikar

(Schmalz, 2009).
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Dis hekimliginde lokal toksik etki, dise uygulanan kompozit ile komsu olan agiz
mukozasi, dis eti ve pulpa dokularinda goriiliir. Dolgu materyallerinin biyouyumlulugu
acisindan en biiylik endise verici durum organik rezinlerden ortama arttk monomer,
reaksiyon baslaticilar gibi komponentlerin veya inorganik doldurucudan metal iyonlari
gibi sitotoksik maddelerin salinmasidir (Rodriguez-Lozano ve ark., 2013).
Polimerizasyon sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikan artik monomerlerin hiicresel ve
molekiiler sitotoksisitenin asil kaynagi oldugu (Franz ve ark., 2009), bunun da pulpa
canliligini etkiledigi ve periodontal alani da etkileyerek dis etinde ¢ekilmeye sebep

oldugu bildirilmistir (Darmani ve ark., 2007; Bakopoulou ve ark., 2011b).

Pulpadaki toksik etki, kompozit materyalinden salinan komponentlerin dentinden
diftizyon yolu ile pulpaya ulagsmasi ile ortaya ¢ikar (Moharamzadeh ve ark., 2009). Bu
komponentlerin dentine difiize olarak pulpada bakteriyel enfeksiyon olmaksizin
reaksiyona yol agtig1, sitotoksik olan materyallerin kisa veya uzun dénemli doku
enflamasyonu veya hiicre oliimiine sebep oldugu belirtilmistir (Gerzina ve Hume,
1994; Geurtsen, 2000; Munksgaard ve ark., 2000).

Pulpanin restoratif materyallerin olas1 toksik etkilerine maruz kalmasi, derin
kavitelerde kalan dentin tabakasinin miktariyla yakindan iliskilidir. Dentin kalinlig
azaldik¢a dentin yilizeyindeki kanallarin ¢aplar1 ve sayisi artar. En dis kisimda dentin
ylizeyinin ancak % 5’i dentin kanallarindan olusurken, daha derin kisimda dentin
ylizeyinin % 20-50’si dentin kanallarindan olusur (Sekil 5). Bu durum daha fazla
dentin gecirgenligine neden olarak toksik etkilerin artisina yol acar (Stockton, 1999;
Murray ve ark., 2002). Ayrica kompozit pulpayla direkt temasta olacak sekilde
yerlestirildiginde pulpa nekrozu goriilme olasiligi vardir. Bu nedenle kompozitin
pulpayla direkt temasta olmamasi ve 0,5 mm veya daha az dentin kalinlig1 varliginda

biyouyumlu materyallerin kullanimi tavsiye edilmektedir (Murray ve ark., 2002).
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Sekil 5. Dentin derinligine gore dentin kanal sayisinin degisimi (Sakaguchi ve ark.,
2012b)

Yapilan c¢alismalarda, ozellikle dentin bariyerinin ince oldugu durumlarda
TEGDMA gibi hidrofilik monomerlerin dentinden difiize oldugu gosterilmistir
(Hamid ve Hume, 1997a; Bouillaguet ve ark., 1998). Difiize olan monomer
miktarlarinin pulpa hiicrelerinde toksik etki olusturabilecek diizeyde oldugu

vurgulanmigtir (Bouillaguet ve ark., 1998).

Bu diigiincenin aksine toksik etkinin asil kaynaginin bakteriyel sizint1 oldugu,
derin kavitelerde direkt olarak adeziv sistemlerin ve sonrasinda restoratif materyallerin
uygulanabilecegi de savunulmaktadir. /n vitro ortamda adeziv sistemlerin dentin
bariyeri kullanilarak degerlendirildigi bir ¢alismada, hedef hiicreye ulasan toksik
madde miktarinin azaldig1 belirtilmistir (Hanks ve ark., 1992).

Rezin esasli materyallerin ve komponentlerinin in vitro biyouyumluluk
degerlendirmeleri i¢in yapilan ¢esitli hiicre kiiltiirii caligmalar1 mevcuttur (Darmani ve
ark., 2007; Bakopoulou ve ark., 2011b; Galler ve ark., 2011; Rodriguez-Lozano ve
ark., 2013). Sitotoksisite ¢aligsmalarinin bir kismi organik rezin yapisinda bulunan saf
monomerlerin etkilerini incelerken (Bakopoulou ve ark., 2011b; Galler ve ark., 2011),
bazilar1 da materyalin direkt etkisine bakmiglardir (Huang ve Chang, 2002; Al-Hiyasat
ve ark., 2005; Rodriguez-Lozano ve ark., 2013).
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Schweikl ve ark. (2005a), kompozitlerden salinan monomerlerin sitotoksik
etkilerinin yaninda, TEGDMA 'nin hiicre boliinmesini baskilalayarak pulpa, dis eti ve
agiz mukozasi dokularinda yara iyilesmesini etkileyebilecegini ifade etmistir.
TEGDMA nin hidrofilik ve diisiik molekiiler agirliga sahip olmasi nedeniyle hiicre
zarina niifuz ederek toksik ozelliginin fazla oldugu vurgulanmistir (Geurtsen ve
Leyhausen, 2001). Ayrica, yapilan 6lglim sonucunda materyallerin toksik etkisinin,
siviya gegisi kolay olan TEGDMA miktariyla iliskili oldugu sonucuna varilmistir
(Wataha ve ark., 2003; Al-Hiyasat ve ark., 2005).

Bis-GMA gibi yiiksek molekiiler agirlikli hidrofobik maddelerin ise disiik
miktarlarda salindigi ve hiicre zarina ¢ok az oranda niifuz edebildigi bildirilmistir
(Geurtsen ve Leyhausen, 2001). Bunun aksine Bis-GMA’nin yagda ¢oziinebilme
ozelliginin daha fazla oldugu ve bu nedenle diger monomerlere oranla toksisitesinin
yiikksek oldugunu tespit eden arastirmacilar vardir. Bis-GMA’nin hiicre zarinda
degisikliklere neden oldugu ve daha az konsantrasyonda bile toksik etki gosterdigi
belirtilmistir (Reichl ve ark., 2006; Moharamzadeh ve ark., 2007a).

Ayrica, akigkan kompozitlerin geleneksel kompozitlere kiyasla daha toksik
oldugunu belirten g¢aligmalar vardir. Bunun nedeni akigkan kompozitlerin, rezin
kismmin fazla olmasi nedeniyle daha fazla monomer salinimi gostermesine

baglanmaktadir (Schmalz, 1998; Schmalz ve ark., 1998).

4.3.3. Biyouyumlulugun degerlendirilmesi

Biyouyumluluk testleri, materyallerin viicuttaki dokulara temas ettiginde
meydana gelebilecek reaksiyonlar1 6nceden belirlemek amaciyla uygulanan testlerdir.
Dental materyallerin  biyouyumluluk  degerlendirmeleri  istenmeyen  doku

reaksiyonlarinin gesitlilik gostermesi nedeni ile karmasik ve kapsamli bir alandir.

Uluslararast Dis Hekimligi Birligi [World Dental Federation (FDI)] ve
Uluslararas1  Standardizasyon Organizasyonu [International Organization for
Standardization (ISO)] tarafindan yaymlanan kilavuzda Dbelirtildigi {izere

biyouyumluluk testleri 6nciil, ikincil testler ve kullanim testleri olmak {izere ii¢ grupta
smiflandirilir (Hanks ve ark., 1996; ISO, 1999; 1SO, 2008):
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1- Onciil testler

a. Letal doz - ag1z i¢i test,
b. Letal doz - karin igi test
C. Soluma testi

d. Hemolizis testi

€. Ames testi

f. Styles testi

g. Dominant letal test,

h. Sitotoksisite testi.

2- Ikincil testler

a. Kemik implantasyon testi,
b. Oral mukoza membran testi,
C. Sensitizasyon testi,

d. Subkutandz implantasyon testi.

3- Kullanim testleri

a. Restoratif materyaller i¢in pulpa ve dentin testi,
b. Kuafaj ve pulpatomi materyalleri testi,
c. Endodontik materyal testi,

d. Kemik i¢i implant testi.

Onciil testler yardimiyla malzemeye olan 6nciil tepkiler belirlendikten sonra
malzemenin uzun doénem kullanimi sonrasinda olusacak enflamasyon, immun
cevaplar, mutajenik ve karsinojenik gibi subakut toksisite degerlerini yansitan ikincil

testlere gecilir (Ferracane, 1994).

Biyouyumluluk degerlendirmeleri, materyallerin sistemik / lokal toksisitesinin,
mutajenik, teratojenik, tireme sistemi tizerine etkilerinin ve allerjik 6zelliklerinin

degerlendirilmesini saglayan testler, klinik ¢aligmalar ve hastalar lizerinde uygulanan
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tanimlayici testler olarak gruplandirilabilir (Schmalz, 2009). Bu gruplandirmaya gore,
biyouyumlulugun degerlendirilmesinde kullanilan test yontemleri Schmalz (2009)

tarafindan 6zetlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde kullanilan test
yontemleri (Schmalz, 2009)

Sistemik Lokal Alerjik Diger
Reaksiyonlar Reaksiyonlar Reaksiyonlar Reaksiyonlar
Mutojenite
jn vitro | Hicre kilttrd testleri | Hicre kiiltiirii testleri Hicre kilttri - Ames testi
spesifik problemler - e modelleri Mikroniikl S
icin kullamilabilir. IR s AT gelistirilmektedir. fRronukisus test
- MTT testi® - HPRT [hypoxanthine
- Dentin bariyer testi guanine phosphoribosyl
transferase) test
- Fare lenfoma testi
- Akut LDso (6rn: oral | implantasyon testleri - Modifikasyonlu - Mikronikleus testi
I | . ksimi testi kemi
T uygulamalar) Kullamm testler: maksimizasyon testi (kemirgen)
Deneyleri | - Kronik LDso (drn: - Pulpa/dentin testleri - Lokal lenf nodu testi - Teratojenite (kemirgen)
oral uygulamalar) - L .
. - Ureme iizerindeki
- Endodontik testler . _
toksisite (kemirgen)
- implantasyon testleri
insan -+ Klinik calismalar — &
Diger 4+ Mesleki temas, zehirlenme*

*Gercek test ydntemi olmayip degerlendirmeye yardima alurlar.

Sistemik toksisitenin degerlendirilmesinde genellikle hayvan deneyleri tercih
edilir. Dis hekimligi c¢alismalarinda materyal veya komponentler genellikle agiz
yoluyla hayvana verilerek, deney popiilasyonunun % 50’sinin 6liimiine yol agan letal

doz (LDso) degeri belirlenir.

Kronik sistemik etki, materyal veya ekstraktinin birka¢ ay veya hayvanin yasami
boyunca uygulanmasi ile test edilir. Bu ¢alismalarin sonucunda hayvanlarin yasam
orani ve dokularin histolojik degerlendirmesi yapilir (Schmalz ve Arenholt-Bindslev,

2009).
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Dental materyallerin lokal toksik etkileri ¢esitli testler yardimi ile saptanabilir

(Schmalz, 2009):

e Hiicre kulturu testleri,

e Implantasyon testleri,

e Pulpa hasari ve pulpa / dentin testleri,

e Mukozal hasar ve mukozal kullanim testleri,

e Periapikal hasar ve endodontik kullanim testleri,

e Kemik i¢i implant testleri.

En temel ve siklikla tercih edilen yontem hiicre kiiltiirii ile uygulanan in vitro
testlerdir. Hiicre kiiltiirii gibi basit test yontemleri hedef dokuyu tam olarak
yansitamadigi i¢in materyalin spesifik olmayan toksisitesini belirlemeye yardimci
olur. Bu testler sonucunda materyalin basarili cevap vermesi ile daha karmasik olan
hayvan ve kullanim testleri (in vivo testler) uygulanabilir. Klinik ¢alismalar bu
degerlendirmedeki son basamaktir (Sakaguchi ve ark., 2012a). Bir materyalin
biyouyumlulugunun saptanmasinda en etkili yolu in vitro, hayvan ve kullanim

testlerinin kombine uygulanmasidir.

4.3.3.1. Hiicre Kiiltiirii calismalar:

Hiicre kiiltiirii, kendiliginden gd¢, mekanik veya enzimatik yontemlerle dokudan
ayrilmig, in vitro sartlarda yasatilan ve tiretilen tek tip hiicre toplulugudur. Canli
dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli iiretilmesini ve gelisimini ifade eder
(ISO, 1999; ISO, 2008). Hiicre kiiltiirii caligmalarinda, hayvan veya insanlardan izole
edilen dokular kiiltlir ortaminda biiyiitiilerek testler i¢in kullanilir (Schmalz, 2009).

Hiicre kiltiirii calismalar1 hizli, basit ve tekrarlanabilirligi olan ¢aligsmalardir
(Wataha, 2001; Cao ve ark., 2005). Hayvan ve kullanim testlerinden daha ekonomiktir.
Ancak enflamatuar ve diger koruyucu mekanizmalarin etkisi devre dis1 kaldigindan
test edilen materyalin in vivo ortamdaki etkilerini tam olarak yansitamaz. Bu nedenle
tek basina in vitro testler, materyalin biyouyumlulugu hakkinda bize kesin sonug

veremez (Sakaguchi ve ark., 2012a).
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Test edilen materyal ile kullanilan hiicre hattinin temasi agisindan direkt kontakt,
indirekt kontakt ve ekstrakt (6ziit) testleri olmak iizere ti¢ farkli in vitro test yontemi

mevcuttur (Cao ve ark., 2005).

Direkt kontakt testleri, sivi ve katt materyaller i¢in uygun bir yontemdir. Kati
materyaller belirlenen miktarlarda hazirlandiktan sonra hiicre kiiltiirii {izerine
yerlestirilir ya da hiicreler, kiiltiir kab1 tabanina yerlestirilen kati materyal tizerine ekilir
(ISO, 2008). S1vi materyaller ise test edilecek konsantrasyonlarda sulandirilarak hiicre

kiiltiirti tizerine uygulanir (Hanks ve ark. 1996).

Indirekt kontakt testlerinde, hiicreler ve test edilecek materyal arasinda bir bariyer
bulunur; bu sayede test diizeneginin in vivo kosullara benzerligi amaglanir. Bariyerler,
keratinize epitel, dentin veya ekstraselliiler matriks gibi materyallerden elde edilebilir
(Sakaguchi ve ark., 2012a). Test edilecek materyalin belirlenen miktarda hazirlanarak
bariyer tizerine yerlestirilmesi ve belirli bir siire sonunda hiicre aktivitesi tizerine olan
etkilerinin saptanmasi hedeflenir (ISO, 2008). Agar test yontemi, milipor test yontemi
ve dentin-bariyer test yontemi bu testlere rnek olarak sayilabilir. Seliiloz esterinden
elde edilen filtrelerin kullanildigi milipor filtre test yontemi, 3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) gibi sitoksisite testleri ile kombine olarak
uygulanabilir. Hiicre ile materyal arasina ince bir dentin diski yerlestirilen dentin-

bariyer testi, daha ileri bir teknik gerektiren yontemdir (Sakaguchi ve ark., 2012a).

Ekstrakt testlerinde (ekstraksiyon yontemi) ise, test edilecek materyalin sivi bir
karisimin iginde belirli bir siire boyunca bekletilmesi ile ekstrakt elde edilir.
Ekstraktlarin elde edilmesinde hidrofilik (salin soliisyonu), lipofilik [dimetilsiilfoksit
(DMSO)] sivilar veya etanol-su gibi karigimlar kullanilir (Ferracane, 1994; Schmalz,
2009). Bekleme siirelerinin sonunda elde edilen ekstraktlar hiicreler iizerine uygulanir
ve % 5 CO; iceren nemli etiivde 37 °C’de belirlenen siirelerde bekletilmelerinin
ardindan secilen bir test yardimi ile materyalin hiicre aktivitesi lizerindeki etkileri
saptanir (ISO, 2008). Kompozit materyalleri igin ekstrakt yontemi uygulamasinda, bu

materyallerin yapisindaki artik monomerlerin sivi ortama gegmesi hedeflenir.
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Hiicre kiiltlirii calismalarinda, hiicrelere materyal veya ekstrakti ile muamele
edilerek hiicre sayisi, gelisim hizi, hiicrelerin gesitli metabolik veya hiicresel
fonksiyonlar1 Slgiiliir. Protein sentezi, enflamatuar belirteglerin sentezi gibi ¢esitli
parametrelere bakilarak materyal bilesenlerinin hiicre sistemi iizerindeki etkileri tespit

edilebilir (Schmalz, 2009).
4.3.3.2. Sitotoksisite testleri

Sitotoksisite, hiicrenin temel organellerinde kimyasal etkenin olusturdugu yikim
olarak tanimlanir (Hanks ve ark., 1991). Hiicre sayis1 ve canliliginin degerlendirildigi
sitotoksisite testleri biyouyumluluk arastirmalarinda en ¢ok tercih edilen Onciil
testlerdendir. Sitotoksisite testlerinin temeli, hiicrenin bir materyale karsi canlilik
belirtilerine dayanir. Canlilik, hiicrelerin yasamini siirdiirmeleri ve tiremelerini devam

ettirebilmeleri olarak tanimlanir.

In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlari, kolay kontrol edilebilir, tekrarlanabilir,
etkili, giivenilir ve materyallerin temel ozelliklerini degerlendirmek i¢in uygun
olmalar1 olarak kabul edilirken, yapilan degerlendirmelerin tam anlamiyla in vivo
ortami1 yansitamamasi ve uygulanan test yontemleri i¢in standardizasyon gelistirilmesi

gerekliligi bu test sistemlerinin dezavantajlarini olusturur (Schmalz, 1997).

In vitro kosullarda sitotoksik etkilerin belirlenmesinde gesitli yontemler kullanilir

(Hanks ve ark., 1996; 1SO, 1999):
1. Hiicre sayis1 ve biiylime testleri,
2. Oksijen aliminda ve glikoz metabolizmasindaki degisikliklerin saptanmasi,
3. Hiicre membran biitiinliik testleri,

4. Enzim aktivite testleri.

Sitotoksik etkilerin degerlendirilmesinde ¢ok sayida test yontemi bulunur ve
bunlarin arasindan uygun test yonteminin segilmesi en 6nemli agamadir (Hanks ve
ark., 1996; Schmalz, 1997). Hiicredeki toksik etki sonucu ortaya ¢ikan zarari

degerlendiren test metotlarindan ilki boyama yontemidir. Membran gegirgenligi ve
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degisiklikleri, canli hiicrelerde depolanan ve membran hasar gordiigiinde disar1 salinan
veya Oli hiicreleri boyayabilen boyalarla belirlenir (Schmalz, 2009). Canli hiicreler
icin kullanilan boyalara 6rnek olarak ndétral kirmizisi, 6li hiicreleri boyayabilen
boyalara ornek olarak ise tripan mavisi ve propidyum iyodiir verilebilir. Bir diger
degerlendirme yontemi, hiicre zar1 fonksiyonlarinin degerlendirildigi agar diftizyon
testidir. Metabolik aktivite testleri ise toksik zarar sonucu hiicrenin enzim

aktivitesindeki bozulmay1 degerlendirir (Sakagushi ve ark., 2012a).

Giliniimlizde, canli hiicrelerin metabolik aktivitesinin degerlendirilmesinde
siklikla kullanilan ydntem mitokondriyal enzimlerin aktivitesini renk degisim
reaksiyonu ile gosteren kolorimetrik deneylerdir (Keiser ve ark., 2000). Mitokondrial
aktivite, canli hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde 6nemli bir belirtectir. Bir hiicre
toplulugundaki hiicre canlilik oraninin tespit edilebildigi bu test yontemine 6rnek

olarak MTT testi verilebilir (Schmalz, 2009).

Mitokondriyal aktivitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan birinci
jenerasyon tetrazolyum tiirevi olan MTT testi ile, hiicrenin mitokondriyal dehidrojenaz
enzim aktivitesi dl¢iiliir. Sar1 renkte, suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzlarinin canh
hiicreler tarafindan alinmasi ve mitokondriyal bir enzim olan siiksinik dehidrojenaz
tarafindan pargalanarak suda ¢oziinmeyen mor renkli tetrazolyum formazan yan
irliniiniin ortaya ¢ikmasi esasina dayanir (Sakagushi ve ark., 2012a). Canli
hiicrelerdeki mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolyum halkasini parcalayabilmesi
ve 6lii hiicrelerin bu boyay1 pargalama 6zelligini yitirmesi prensibinden yararlanilir.
Sonugta canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamais hiicreler mor renge boyanirken,
6li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmaz. Elde edilen mor
soliisyon spektrofotometrik olarak dl¢iiliir. Olgiimler, absorbans degeri 570 nm dalga
boyu kullanilarak plak okuyucusunda yapilir (Galluzzi ve ark., 2009). Bu yontem diger
sitotoksisite test yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir sonuglar verir.

Ayrica uygulamasi kolay ve hizli bir yontemdir (Giiven ve ark., 2011).

Hiicre canlilik testlerinde kullanilan diger tetrazolyum tiirevleri, 3-(4,5-
dimetialtiazol-2il)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-siilfofenil)-2H tetrazolyum (MTS)
ve  4-(3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyum)-1,3-benzen  disulfonat
(WST-1) gibi testlerdir. Bu tetrazolyum tiirevleri suda ¢6ziinebilen, toksik olmayan
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tiriinlere metabolize edilirler. Bu nedenle hiicre kiiltiirlerinin canliligini riske atmazlar
ve ¢ozlinme gibi bagka bir ara asama icermedikleri i¢in uygulanmalar1t MTTye kiyasla

daha kolaydir (Galluzzi ve ark 2009).

Sitotoksisite yOntemlerinin yaninda molekiiler toksikoloji yontemleri de
gelismeye devam etmektedir. Bu yontemler sayesinde materyalin hiicre metabolizmasi
tizerindeki etkisi belirlenir. Bunlar apoptozis hizi, DNA hasar1 veya onarimi, hiicre
siklusundaki degisim, spesifik protein sentezi veya enflamatuar belirteglerin sentezi

gibi siralanabilir (Schmalz, 2009).

Sitotoksisite testlerinde genellikle fare fibroblastlar1 (L-929, 3T3), insan epitel
hiicreleri (HeLa), insan dis eti veya pulpa fibroblast hiicreleri kullanilir. Ciinkii bu
hiicreler kolaylikla biiytitiilebilir, iyi bilinir ve dayaniklidir (Schmalz, 2009). Son
yillarda {i¢ boyutlu doku miihendisligi modellerinin gelistirilmesiyle hiicreler ii¢
boyutlu olarak biyiitiilebilmekte ve bu sayede daha in vivoya benzer sartlar
saglanabilmektedir (Moharamzadeh ve ark., 2009). Bu da kok hiicre calismalariyla

miimkiin hale gelmektedir.

4.4, Kok Hiicreler

Kok hiicreler, doku yenilenmesinin saglanmasinda 6nemli rolii olan hiicrelerdir.
Stirekli  boliinebilme, kendilerini yenileyebilme, kendilerinden baska hiicrelere
farklilasabilme ve hasarli dokuya nakledildiginde dokuyu islevsel olarak ¢ogaltabilme
ozelliklerine sahiptir (Gronthos ve ark., 2000; Huang ve ark., 2008).

Farkli siniflamalar olmakla birlikte kok hiicreler, kaynak aldiklar1 dokuya gore
embriyonik kok hiicreler (EKH) ve yetiskin kok hiicreler (YKH) olarak iki ana gruba
ayrilir (Gronthos ve ark., 2002; Seo ve ark., 2004; Ramalho-Santos ve Willenbring,
2007).

[leride laboratuvar ortaminda istenilen hiicre tiiriine doniistiiriilerek hasarli doku
veya organlarin hiicresel tedavisinde kullanilabilecegi diisiincesi, kok hiicrelere olan
ilgiyi arttrmistir (Liu ve Chang, 2010). Kok hiicreyi diger hiicrelerden ayiran

ozellikler asagidaki gibi 6zetlenebilir:
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e Kok hiicreler viicuttaki herhangi bir fonksiyonel hiicreye doniismemis

olan hiicrelerdir.

e Kendi kendilerini yenileyebilme kapasitesine sahip olan kok hiicreler
boliindiiklerinde iki yavru hiicre olusur. Bunlardan biri farklilagsmaya aday
oncll hiicreye doniisiirken digeri kok hiicre ozellikleri gosteren hiicre

olarak kalir.

e Kok hiicreler ¢esitli uyaranlar (biiylime faktorleri, kemokinler, sitokinler,
hiicre dis1 matriks bilesenleri gibi) varliginda fonksiyonel hiicrelere

doniisebilme kapasitesine sahiptirler (Southall ve ark., 2008).

4.4.1. Farkhlasma kapasitesine gore kok hiicreler
4.4.1.1. Totipotent kok hiicreler

Déllenmis yumurta hiicresinin ilk birkag¢ béliinmesi ile olusan hiicrelerdir (Morula
sathas1). Bu hiicreler tek basina tiim organizmayir meydana getirebilecek ozellige

sahiptir (Rao ve Mattson, 2001).
4.4.1.2. Pluripotent kok hiicreler

Déllenmeden sonraki ilk bes giinden itibaren meydana gelen hiicreler blastokist
denilen kiiresel bir sekil alirlar. Blastokist hiicreleri viicuttaki tiim hiicrelere
doniisebilecek potansiyele sahipken, tek baslarmma tiim organizmayi olusturacak
ozellige sahip degillerdir. Mezodermal, ektodermal ve endodermal jerm
tabakalarindan tiireyen biitlin hiicre tiplerine farklilasabilirler (Fortier, 2005; Nadig,
2009).

4.4.1.3. Multipotent kok hiicreler

Multipotent kok hiicreler, bulunduklar1 dokudaki tiim hiicre tiplerine
farklilagabilen hiicrelerdir (Fortier, 2005; Nadig, 2009). Ornegin kan k&k hiicreleri
gerektiginde beyaz kan hiicrelerine, kirmizi kan hiicrelerine ve trombositlere

doniisebilir.
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4.4.1.4. Oligopotent kok hiicreler

Bir dokuda bulunan yalnizca birka¢ hiicre tipine farklilagabilen hiicrelerdir

(lenfoid ve myeloid kok hiicreler gibi) (Rao ve Mattson, 2001).
4.4.1.5. Unipotent kok hiicreler

Sadece tek hiicre tipini (kendilerini) olusturabilirler (Rao ve Mattson, 2001).

4.4.2. Kok hiicre tipleri
4.4.2.1. Embriyonik kok hiicreler (EKH)

Déllenmis yumurta hiicresinden sonraki embriyonik siireglerde ortaya ¢ikan kok
hiicrelerdir ve blastokistten kaynaklanir. Dort gilinlik hiicre bdliinmesinden sonra
hiicreler, i¢ hiicre kitlesi ve dis hiicre kitlesi olmak tizere ikiye ayrilarak blastokist
halini alir. EKH blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir. Pluripotent 6zellikte olup
mezodermal, ektodermal ve endodermal jerm tabakalarina ve viicutta herhangi bir
farklilagsmis hiicreye doniigebilir. EKH’nin elde edildigi blastokistler ii¢ farkli
kaynaktan elde edilir. Bunlar tiip bebek tedavisi sonucu artik olarak kalan embriyolar,
EKH iiretmek icin in vitro dollenme sonrasi meydana getirilen embriyolar ve somatik

hiicre ¢ekirdek transferi sonrasi elde edilen embriyolardir (Pera ve ark., 2000).

EKH’den fonksiyonel sinir hiicreleri (Steinbeck ve ark., 2012), pankreatik
hiicreler (Kelly ve ark., 2011), kalp kasi hiicreleri (Xu ve ark., 2011), kan hiicreleri
(Dias ve ark., 2011), deri hiicreleri (Zabierowski ve Herlyn, 2010), kemik ve kikirdak
hiicreleri (Hematti, 2011) gibi birgok hiicre tipi laboratuvar ortaminda iiretilmistir. Bu

nedenle bir¢ok hastaligin tedavisinde umut verici hiicreler olarak kabul edilir.

Ancak EKH ile ilgili yapilan arastirmalarda, blastokistlerin kullanilmasindan
kaynaklanan etik problemler vardir (Conrad ve Huss, 2005). Bu nedenle, klinik ve

laboratuvar ¢alismalarinda YKH tercih edilmektedir.
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4.4.2.2. Fetal kok huicreler

Kok hiicre izolasyonu diisiik fetiislerden elde edilir. Bu hiicreler, pluripotent
yapida kok hiicrelerdir. Bugiine kadar fetal dokulardan hematopoetik, noral,
pankreatik, endotel ve mezenkimal kok hiicreler iiretilebilmistir. Ancak tek basina bir
organizmay1 olusturma 6zelligine sahip degildirler. Fetiisten elde edilen kok hiicreler
gelisimin daha ge¢ sathasinda elde edildigi i¢in ¢ogalma potansiyeli EKH’ye gore
daha azdir (Beattie ve ark., 1997).

4.4.2.3. Kordon kani kok hiicreleri

Bebek ile anne arasindaki baglantiyr saglayan gobek kordonundan elde edilir.
Icerisinde periferik kanda bulunan kan hiicrelerinin yaninda hematopoetik kok hiicre
bulundugu da gosterilmistir. Kordon kani1 kok hiicreleri giiniimiizde daha cok kan
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Dogum sirasinda alinan ve saklanan kok hiicreler
otolog olarak kullanilma amaciyla depolanabilir ancak bu hiicrelerin otolog olarak

tedavide kullanimi ile ilgili bulgular sinirhidir (Broxmeyer ve ark., 1989).
4.4.2.4. Yetiskin kok hiicreler (YKH)

Gelisimin daha ileri safthalarindaki farklilasmis olan doku ve organlarin icerisinde
farklilasmadan kalan kok hiicrelerdir. Her yastaki insanda farkli dokular icerisinde
bulunur ve multipotent &zelliktedir. Gelisimin ilerleyen asamalarinda meydana gelen
ektoderm, mezoderm ve endoderm jerm tabakalarindan kaynaklanir ve bu tabakalarin
devami olacak doku ve organlar1 meydana getirerek, ayn1 zamanda bu doku ve

organlarin tamir ve devamliligini da saglar (Sekil 6).
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Cilt epiteli, sinir dokusu
Ektoderm kikenli Adrenal medulla, hipofiz bezi

YKH Retina, Kulak dokusu

Dig minesi

“
Kemik iligi, adrenal korteks

EKH Bag dokusu, lenfatik dokular

Jerm tabakalanini ve Mezoderm kidkenli Iskelet, kalp ve diz kaslar

bunlardan kdken alan YKH Ureme sistemi (yumurta, sperm)

tiim doku ve organlan Kalp ve kan damarlan

meydana getirebilir.
Dis pulpasi, dentin
N, S
'd ™

Tiroid, paratiroid bezleri
Larinks, soluk borusu, akciger

Endoderm kikenli idrar torbasi, idrar yolu, vajina

YKH Gastrointestinal organlar

Pankreas, karaciger

Bagirsak ve solunum sistemi epiteli
L

Sekil 6. Kok hiicre kaynaklart (Klimanskaya ve ark., 2008)

Organizma yasadig1 siire boyunca YKH kendi kopyalarimi iireterek ¢ogalirlar.
Ihtiya¢ durumunda bulunduklari dokudaki farkli hiicre tiirlerine doniisebilirler.
Bulunduklar1 dokulardaki eskiyen, hastalanan veya 6len hiicrelerin yerine yenilerini
tireterek doku yenilenmesinde gorev alirlar. Kemik iligi, gébek kordonu, amniyotik
sivi, beyin dokusu, pankreas, karaciger, kornea, dis pulpasi, PDL gibi degisik
dokulardan elde edilebilirler. YKH izole etmesi daha kolay kok hiicrelerdir ve etik
siirlamalart EKH’ye kiyasla yok denebilir (Sunil ve ark., 2012).

4.4.2.4 A. Hematopoetik kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler, kemik iliginde bulunan ve kan dolasimi ile farkli
dokulara gb¢ etme potansiyeli olan kok hiicrelerdir. Kemik iligi, periferik kan, kordon
kani, fetiis (karaciger, dalak) ve plasentadan izole edilebilirler. Kemik iliginde devaml
kendilerini yenileyerek ve farklilasarak kan hiicrelerini meydana getirirler (Goodell ve
ark., 1996). Uzerinde en ¢ok calisilan ve tedavide kullanilan kok hiicre tipidir. Kordon
kanindan alman HKH, 6zellikle kanser hastalarinda veya kan hastalii nedeniyle

kemik iligi tahrip olmus kisilerde kullanilmaktadir (Charbord, 1994).
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4.4.2.4.B. Mezenkimal kok hiicreler (MKH)

Kendini onaran ve kemik iliginde kemik farklilagmasini saglayan hematopoetik
olmayan popiilasyonun varligi ilk olarak 1970 yilinda gosterilmistir (Friedenstein ve
ark., 1970). Daha sonra ayni1 teknikle kemik iliginden kdken alan hiicreler izole edilmis
ve bu hiicrelerin yiiksek cogalma ve mezenkimal dokulara doniisebilme potansiyelleri
bildirilmigtir. Bu nedenle bu hiicreler i¢in mezenkimal kok hiicreler terimi

kullanilmistir (Caplan, 1991).

MKH, farkli kaynaklardan elde edilmis olsa da kikirdak, kemik, yag dokusu,
iskelet kaslari ve bag dokularinin stromasini olusturan mezodermal tiirlere
farklilasabilirler (Minguell ve ark., 2000). Bunun yaninda MKH’nin, pankreatik
hiicreler, hepatositler, endotel hiicreler, epitel, ve noron hiicrelerine doniisebildigini

gosteren in vitro ¢aligmalar da bulunmaktadir (Phinney ve Prockop, 2007).

Bir hiicre populasyonunun hizli bir sekilde tanimlanmasina imkan saglayan yiizey
antijen sentezi, MKH’nin tanimlanmasina yardimci olur. MKH’nin tespiti i¢in
hematopoetik hiicre yiizey belirtegleri olan CD14, CD34, CD45 gibi belirtecler
negatif; CD105, CD73 ve CD90 gibi yiizey antijenleri ise pozitif olmalidir (Pittenger
ve ark., 1999; Huss, 2000).

Kemik iligi, en temel MKH kaynagi olarak kabul edilmektedir. MKH daha ¢ok
kemik iligi stromasindan elde edildiginden “‘stromal kok hiicreler” olarak da
adlandirilirlar (Sunil ve ark., 2012). Bunun yaninda MKH periost, trabekiiler kemik,
yag dokusu, kikirdak, iskelet kasi, akciger ve dental kaynaklardan da elde
edilebilmektedir (Cihova ve ark., 2011).

4.4.3. Dis kaynakh mezenkimal kok hiicreler (DK-MKH)

Insan dis dokularindan MKH’nin elde edilme prosediirii kolay ve etkin bir
yontemdir. Genellikle rutin ortodontik tedavi sirasinda cekilen disler kullanildig i¢in

EKH’deki gibi etik sorunlar yoktur (Yalvag ve ark., 2009).

Insan DK-MKH, dis pulpas, apikal papilla, dental folikiil ve PDL dokularindan
elde edilebilmektedir (Bluteau ve ark., 2008):
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4.4.3.1. Dis pulpasi kok hiicreleri (DPKH)

DPKH, yiiksek proliferasyon gosterebilen, cogaltilabilen, yiiksek farklilagma
yetenegine sahip, siirme sonrast donemde yok olmayan multipotent Ozellikteki
mezenkimal kok hiicrelerdir (Gronthos ve ark., 2000). Cekim endikasyonu konan
dislerden kolayca elde edilebilmesinden dolay1 genellikle yirmi yas dislerinden veya
ortodontik tedavi amaciyla ¢ekilen dislerden elde edilirler. Yirmi yas dislerinin, en son
gelisen disler olmasi nedeniyle, gelisimin erken evresinde yakalandiginda pulpa

dokusu ag¢isindan zengin oldugu bildirilmistir (Graziano ve ark., 2008).
4.4.3.2. Siit disi pulpasi kok hiicreleri

Genellikle alttaki daimi digin siirmek tizere oldugu, ¢ekimi gereken siit diglerinden
elde edilir. DPKH’ye oranla daha fazla proliferasyon oranina sahip oldugu ve daha
immatiir 6zellikteki multipotent hiicrelerden olustugu, ancak kompleks pulpa-dentin
yapist olusturmada daha yetersiz oldugu bildirilmistir (Miura ve ark., 2003; Shi ve
ark., 2005).

4.4.3.3. Apikal papilla kok hiicreleri

Insan dislerinin gelismekte olan kok ucundan izole edilitler ve yiiksek
rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Ancak, ¢cogunlukla gelisimin erken evresindeki
gomiik dislerde ¢ekim endikasyonu bulunmamasi nedeniyle elde edilmesi zordur

(Morsczeck ve ark., 2008).
4.4.3.4. Dis folikiilii kok hiicreleri

Gelismekte olan iiciincii biiyiik az1 disinin ¢ekiminden sonra izole edilebilen dis

germi dokusudur (Yalvag ve ark., 2009).
4.4.3.5. Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH)

PDLKH, ¢ekilmis dislerin kok yiizeylerinden izole edilirler. Periodonsiyum
benzeri doku ve hiicrelere farklilasabilirler (Seo ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2008).

46



4.4.4. Dis kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin 6nemi

DK-MKH multipotent 6zelliktedir. MKH’de oldugu gibi boliinebilirler ve kendi
kendilerini yenileyebilirler. DK-MKH, kemik iliginden elde edilen kok hiicrelere
benzer olarak osteojenik, kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve norojenik hiicreler
gibi bircok hiicre ¢esidine farklilasabilirler (Huang ve ark., 2009). Odontojenik
hiicreye farklilagsma kapasitesi ise sadece dental dokulardan izole edilen kok hiicrelerin
sahip oldugu bir ozelliktir. Yu ve ark. (2007), odontojenik farklilasma agisindan
degerlendirdikleri hiicrelerden, DPKH’nin kemik iligi bag dokusundan alinan

hiicrelere gore odontojenik farklilasma i¢in daha uygun oldugunu ortaya koymuslardir.

DK-MKH’nin farklilagma potansiyeli, dis dokularinda meydana gelen hasarlarin
tamir mekanizmasinda Onemlidir. Dentin-pulpa kompleksi ve sement-periost
kompleksinin insan DPKH ve PDLKH ile rejenere olabilecegi (yenilenebilecegi)
bildirilmektedir (Seo ve ark., 2004; Casagrande ve ark., 2006; He ve ark., 2008;
Kawazoe ve ark., 2008). Rejenerasyon ise bu hiicrelerin farklilasma kapasitesine

baghidir.

4.4.4.1. Dis kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin odontojenik farklilasmasi ve dis

pulpasinin rejenerasyonu

Dentin-pulpa kompleksi farklilasmis veya heniiz farklilasmamis odontoblast,
odontoblast benzeri hiicreler ve pulpa kok hiicrelerinden olusur (Sloan ve Smith,
2007). Odontoblast hiicreleri dentin pulpa sinirinda konumlanan, olgun bir diste
ekstraselliiler matriksin salgilanmasindan ve mineralizasyonundan sorumlu olan
hiicrelerdir. Atrizyon, erozyon, ¢liriik ve restoratif prosediirler gibi dis etkenler sonucu
odontoblastlarin stimulasyonu ile dentin matriksi salgilanarak rejeneratif veya
reperatif dentinogenezis olay1 gerceklesir ve dis onarim siireci baslamis olur (Smith ve

ark., 1995).

Yetiskin insan dis pulpasinin c¢esitli kimyasal ve biiylime faktorlerinin etkisi
altinda odontoblast hiicrelerinin olusumunu saglayan progenitdr hiicrelere sahip
oldugu gosterilmistir (Gronthos ve ark., 2000; Miura ve ark., 2003). DPKH ilk defa

Gronthos ve arkadaslar tarafindan fiiglincii biiyiik az1 disinden izole edilmis, bu
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hiicrelerin in vitro ortamda osteo/kondroblastik hiicrelere, in vivo ortamda ise

odontoblastik hiicrelere doniistiigii gosterilmistir (Gronthos ve ark., 2000).

Disin onarim siireci, DPKH’nin aktif hale gegerek odontojenik farklilasmasi
(odontoblastik hiicre farklilagmasi) sonucu pulpanin rejenerasyonu ile gerceklesir
(Couble ve ark., 2000; Goldberg ve Smith, 2004; Mitsiadis ve Rahiotis, 2004).
DPKH’nin odontojenik farklilasmasi, dentin matriksinin (protein, yag ve karbonhidrat
molekiilleri) sentezi ve salgilanmasiyla odontojenik dokunun yeniden organize
edilmesi anlamina gelir. Dentin ekstraseliiler matriks protein yapisinin biiyiik
cogunlugunu kollajen yap1 olustururken diger kismini ise proteoglikan, glikoprotein,
glikozaminoglikan, osteonektin (ON), osteopontin, dentin matriks proteini 1 (DMP1),
dentin sialoprotein (DSP) ve dentin fosfoprotein (DPP) olusturur (Linde, 1989; Butler
ve Ritchie, 1995; MacDougall ve ark., 1997). Kollajen yapidaki dentin matriksinin
olusmasindan sonra DSP, DPP ve DMPI1 gibi nonkollajendz proteinlerin
sentezlenmesiyle gelisen olaylar zincirine dentinogenezis denir. DSP ve DPP
proteinleri dentin formasyonu ve mineralizasyonu ile ilgili onemli proteinler olup tek

bir gende kodlanarak dentin sialofosfoproteini (DSPP) olusturur (Feng ve ark., 1998).

Pulpa dokusundan odontoblast benzeri hiicre olusumunu saglamak amaciyla
cesitli hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmaktadir (Tsukamoto ve ark., 1992; Kasugai ve

ark., 1993; Nakashima, 1994; Couble ve ark., 2000; Huang ve ark., 2006).

Dentin-pulpa kompleksinin tamir fonksiyonunun devamui igin, kullanilan restoratif
materyallerin pulpa kok hiicrelerinin odontojenik farklilagsma potansiyellerini olumsuz

yonde etkilememesi 6nemlidir (Sharma ve ark., 2010).

4.4.42. Dis kaynakhh mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklhilagsmasi ve

periodontal rejenerasyon

Periodonsiyum, yumusak ve sert mineralize dokulardan olusur; PDL, sement,
alveol kemigi ve dis eti dokularin1 kapsar. Bu dokular, disin fiziksel giiglere karsi
koyabilmesinin yaninda disin kemige baglanmasini saglar. (Pitaru ve ark., 1994). PDL,
disi destekleyerek doku hemostazini saglayan, sement ve alveol soket i¢ duvarim

birbirine baglayan 6zel bir bag dokudur (Seo ve ark., 2004). Hizl1 doniisiim ve yeniden
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sekillenme 6zelligi ile karakterizedir (Lekic ve ark., 2001).

Yetiskin periodonsiyumu, hasar sonrasi disi onaran kok hiicre progenitorleri igerir.
Bu hiicreler 6zel alanlarda yer alir (McCulloch ve ark., 1987). Periodontal dokunun
hasar gérmesi durumunda, dis folikiilii, sement ve PDL hiicrelerinin periodontal
rejenerasyon olayinda rol aldigini gosteren ¢alismalar vardir (Hammarstrom, 1997; Jin
ve ark., 2003; Shimono ve ark., 2003; Zhao ve ark., 2004). PDL’den koken alan
progenitor hiicreler kendi kendilerini yenileyebilme ve farkli hiicre tiplerine
farklilasabilme O6zelligine sahip olup, periodontal doku rejenerasyonunda 6nemli

fonksiyona sahiptir (Ivanovski ve ark., 2006; Nagatomo ve ark., 2006).

Dokuda yer alan kdk hiicrelerin aktif hale gelmesiyle bolgedeki hasarlt dokunun
tamiri saglanir. Saglikli dokudaki YKH ve progenitdrleri ¢ogalarak hasarli alana dogru
gdc ederler. Yaralanma sonrasi ilgili bolgede artmis sayida hiicre popiilasyonu bulunur.
Go¢ eden hiicreler fibroblast, osteoblast veya sementoblastlara farklilasarak PDL,

kemik ve sement dokusunun olusturur (McCulloch ve ark., 1987).

PDL hiicreleri ile kemik hiicrelerinin aynt MKH yiizey antijenlerini icermekte
oldugu bildirilmistir. Tasidiklar1 yiizey antijenleri ag¢isindan kemik iligi kok
hiicreleriyle de benzerlik gosterdigi ve PDLKH’ nin osteojenik farklilagma gosterdigi
bildirilmistir (Zhou ve ark., 2008). Ayni1 zamanda kemik iligi mezankimal kok
hiicrelerinin, periodontal defekte etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hiicrelerin

farklilagarak beklenen periodontal rejenerasyonu sagladig: belirtilmistir (Hasegawa ve
ark., 2006).

Dentin ve kemik olusumu (odontoblastlarin ve Osteoblastlarin uyarilmasi) igin
gereken molekiiler diizenleyiciler arasinda belirgin bir fark yoktur. Buna ragmen
meydana gelen dokularin farkli olmasimi arastiricilar, hiicre gruplarina 6zel
proteinlerin (genlerin) ve biiyiime faktorlerini harekete geciren molekiiler sinyallerin

farkli olmasina baglamaktadir (Shi ve ark., 2005; Morsczeck ve ark., 2009).
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4.4.5. Dis kaynakhh mezenkimal kok hiicrelerin odontojenik ve osteojenik

farkhlasma kapasitelerinin degerlendirilmesi

DK-MKH, in vitro ortamda gesitli hiicre tiplerine farklilastirilarak, hiicre
kiiltiirtinde sert doku olusumlar1 degerlendirilebilmektedir. Bu degerlendirme igin
hiicresel diizeyde testler uygulanmaktadir. Bu testler yardimiyla hiicresel
belirleyicilerin tayini yapilarak dokuda meydana gelen farklilagsma diizeyi tespit

edilebilmektedir.

DPKH’nin odontojenik farklilasma mekanizmasinda, dentin yapiminda gorev
alan kollajen tip 1, DSPP, DMP1 ve kemik morfogenetik proteini 2 (BMP2) gibi
proteinler farklilasmanin erken belirtegleri olarak degerlendirilir. Bu belirtegler
odontojenik farklilasmaya ugrayan hiicreler tarafindan farklilagma mekanizmasinin
erken sathasinda salgilanir ve salgilanan belirteclerin tayini yapilarak hiicrelerde

meydana gelen farklilasma diizeyi belirlenebilir (Zhu ve ark., 2008).

Kollajen tip I, dentin matriksi ve mineral formasyonunun o6nemli
belirteglerindendir. Dentin matriks protein yapisinin biiyiik ¢gogunlugunu kollajen yap1
olusturur (Linde ve Goldberg, 1993; Butler, 1998). DSPP, odontoblastlar tarafindan
sentezlenir ve dentinin kollajen olmayan organik matriksinin nemli bir bilesenidir. /n
vitro calismalarda, bir hiicrenin odontoblast hiicresi oldugunun anlagilmasi igin
fonksiyonel olarak dentine 6zel protein olan DSPP sentezini gergeklestiriyor olmasi
sarttir (Ruch ve ark., 1995). DMP1, odontoblast hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
mineralize doku olusumunu ifade eder. Dentinin kollajen olmayan organik matriksinin
diger 6nemli bilesenidir ve DSP gibi salgilama evresinin gostergelerindendir (Tziafas
ve ark., 2000).

Dentin yapiminda belirtilen proteinlerin biiylik ¢ogunlugu kemik yapiminda da
gorev alir. Kemik olusumu igin gerekli olan doniistliriicli biliylime faktorii
(transforming growth factor ), BMP 2, 4 ve 7 gibi diizenleyiciler odontoblast
gelisimini de destekler. Bu nedenle dentin ve kemik matriksinde bulunan
mineralizasyon sistemi, ortak protein yapilarindan dolay1 birbirine olduk¢a benzer
yapidadir. PDLKH’ nin osteojenik farklilasma mekanizmasinda kemik yapiminda

gorev alan kollajen tip I, kemik sialoprotein, osteokalsin (OK), ON, osteopontin ve
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BMP gibi proteinler farklilagma belirtecleri olarak degerlendirilir (Chen ve ark., 2007;
Feng ve ark., 2010).

Dentin matriksinde oldugu gibi kemik matriksinin biiyiik kismini da kollajen yap1
olusturur. OK, osteoblastlar tarafindan sentezlenen nonkollajenéz bir proteindir ve
genel olarak osteoblast gostergesi olarak kabul edilir (Alvarez ve ark., 2000). Kemigin
ekstraselliiler matriksine girer ve kalsiyum baglama yetenegi kazanir. Kemikte
hidroksiapatit kristalleriyle birlesik oldugu distiniiliir (Chiristenson, 1997). ON,
kemigin ekstraselliiler matriksinde yer alarak Kollajenle bilesik olusturur ve Kristal

depozisyonunu tesvik eder (Garcia ve ark., 2003; Koémiircii ve ark., 2011).

Odontojenik ve osteojenik farklilasma sirasinda hiicrelerden sentezlenen
proteinlerin belirlenmesinin yaninda sert doku olusumlarinin degerlendirilmesinde
Alkalen fosfataz (ALP) enzim aktivitesi ve hiicre kiltiirinde mineralize alanlarin

(kalsiyum birikim alanlar1) belirlenmesi gibi yontemler de kullanilmaktadir.

ALP enzim aktivitesi, kalsifiye doku olusumunda 6nemli bir role sahiptir ve
odontojenik / osteojenik farklilasma kapasitesi hakkinda bilgi verir. Hiicrelerin
farklilasma kapasitesinin degerlendirilmesinde sik kullanilan parametrelerden birisidir
(Yoshiba ve ark., 1995). Farklilasmaya ugramamis DK-MKH’ye oranla
odontoblastlarin ALP aktivitesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Yu ve ark.,
2006).

ALR boyama yontemi, kiiltliir ortaminda kalsiyum veya kalsiyum tuzlarinin
boyanmasi prensibine dayanan ve farklilagma kapasitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan diger bir yontemdir (Pittenger ve ark., 1999). Boyanma sonucunda kalsiyum
tuzlarinin birikim gosterdigi bolgeler turuncu / kirmizi renkte boyanir. Kalsiyum

iyonlarinin temel rolii kemik mineralizasyonuna katilmaktir.

Pulpanin aciga ¢ikmasi ve derin kavitelerde kompozit uygulanmasi gibi etkenler
ile odontoblastik tabakanin zarar gordiigli bilinmektedir. Bu tip islemler sonucunda
rezin monomerlerin pulpa dokusuna diflize olarak kok hiicrelerin odontojenik
farklilagsmasini engelledigi diisiiniilmektedir (Bakopoulou ve ark., 2012). Son yillarda

yapilan ¢aligmalarda, kompozitlerin, hiicrelerin gen sentezinde bozukluga ve dentin-
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pulpa kompleksinin rejeneratif potansiyelinde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir
(Galler ve ark., 2011; Bakopoulou ve ark., 2012). Toksik bulunmayan diisiik
konsantrasyondaki HEMA ve TEGDMA monomerlerine maruz birakilan pulpa kok
hiicrelerinin, migrasyon, odontojenik farklilasma ve mineralizasyon kapasitesinde
gecikme oldugu; yiiksek konsantrasyonda monomere maruz birakildiginda ise,
reparatif dentin olusumunun tamamen engellendigi gosterilmistir (Bakopoulou ve ark.,

2011).

Dentin-pulpa ve periodontal-sement kompleksinin tamir mekanizmasimni devam
ettirebilmesi i¢in, kullanilan restoratif materyallerin hiicreler iizerine toksik etkisinin
olmamasi ve hiicrelerin farklilasma potansiyelini olumsuz yonde etkilememesi

onemlidir.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz igin, Marmara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Girisimsel
Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’na basvuru yapilarak 08.10.2013 tarihinde
onay (Karar no: 6) alind1 (Ek 1).

Calismamizda kullanilan benzer monomer igerigine sahip universal, bulk fill ve
akiskan olmak tizere ii¢ farkli uygulama alani olan rezin esasli kompozit dolgu
materyalleri [ Tetric EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric EvoFlow (Ivoclar
Vivadent, Liechtanstein, Amerika)] Resim 1’de ve bu materyallerin 6zellikleri Tablo

2’de gosterilmektedir.

Sl

Resim 1. Calismada kullanilan kompozit dolgu materyalleri (a) Tetric EvoCeram (b)
Tetric EvoCeram Bulk Fill (¢) Tetric EvoFlow (Ivoclar Vivadent, Liechtanstein,
Amerika)
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Tablo 2. Calismada kullanilan kompozit dolgu materyalleri ve 6zellikleri

Kompozit Dolgu

Tipi i iN Ki ST
Materyalleri Ipi Rengi | SeriNo imyasal icerigi

Matriks (agirhk yiizdesi %17): Bis-GMA, Bis-EMA,
UDMA

Tetric EvoCeram | Universal A2 R43479 | Doldurucu ( %82): Baryum cam, itterbiyum tri-flordr,
oksit karigimi, prepolimer (%34)

Diger (%1): Baslatici, katalizor, stabilizator, pigmentler

Matriks (agirlik yiizdesi %20): Bis-GMA, Bis-EMA,

UDMA
Tetric EvoCeram . Doldurucu (%79): Baryum cam, itterbiyum tri-flortr,
Bulk Fill Bulk Fill VA 509720 oksit karigimi, prepolimer (%17)

Diger (%1): Baslatici (kamforokinon + Ivocerin),
katalizor, stabilizator, pigmentler

Matriks (agirhk yiizdesi %38): Bis-GMA, UDMA,
Dekandioldimetakrilat.

Tetric EvoFlow Akigkan A2 S45964 | Doldurucu (%61): Baryum cam, itterbiyum tri-flordr,
oksit karigimi, silika, prepolimer (%20)

Diger (%1): Baslatici, katalizor, stabilizator, pigmentler

Secilen kompozit dolgu materyallerinin insan yirmi yas disinden elde edilen
DPKH ve PDLKH iizerindeki sitotoksisik etkilerini ve bu materyallerin, hiicrelerin
farklilagsma kapasitesi iizerine olan etkilerini inceledigimiz ¢aligmamiz ii¢ asamada

gerceklestirildi (Sekil 7).

Daimi dis pulpa ve PDL dokularindan MKH izolasyonu ve karakterizasyonu

Polimerize edilmis kompozit 6rneklerinin DPKH ve PDLKH Gzerindeki sitoksisitesinin 1.,

3.,7.,10. ve 14. giinlerde MTS testi ile belirlenmesi

4

Polimerize edilmis kompozit rneklerinin DPKH ve PDLKH’nin farklilasma kapasitesi

Uzerine etkisinin degerlendirilmesinde ALP aktivite, ALR boyama testi ve Gergek

Zamanli PZR analizlerinin gerceklestirilmesi

Sekil 7. Calisma plani
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5.1. Cahisma gruplarimn belirlenmesi
5.1.1. Sitotoksisite deneyi icin ¢calisma gruplarinin belirlenmesi

Sitotoksisite deneyi i¢in, kompozit gruplari ve kontrol gruplari olmak iizere
toplam 5 calisma grubu olusturuldu. Hiicre kiiltiirtine sadece besiyeri eklenen grup
negatif (-) kontrol grubu, hiicrelere toksik etkisinin oldugu bilinen % 20 DMSO
(Merck KGaA; Darmstadt, Almanya) maddesinin eklendigi grup pozitif (+) kontrol

grubu olarak belirlendi:

Grup: Tetric EvoCeram

Grup: Tetric EvoCeram Bulk Fill

Grup: Tetric EvoFlow

Grup: Pozitif (+) kontrol grubu = % 20 DMSO

ok~ w0 DN PE

Grup: Negatif (-) kontrol grubu

Hiicre canliliginin belirlenecegi her bir giin (1, 3, 7, 10 ve 14. giinler) i¢in
kompozit gruplar1 3’er tekrarli, kontrol gruplar1 2’ser tekrarli olacak sekilde DPKH ve
PDLKH ig¢in iki ayr1 deney diizenegi hazirlandi. Buna gore toksisite deneyi icin
kompozit grubu basina 30’ar adet olmak {izere toplamda 90 adet kompozit 6rnegi

hazirlandi.

5.1.2. Farkhlasma deneyi icin calisma gruplarinin belirlenmesi

Farklilagsma deneyi i¢in, kompozit gruplar1 ve kontrol gruplar1 olmak {izere toplam
5 ¢alisma grubu olusturuldu. Hiicre kiiltiiriine sadece farklilasma besiyeri eklenen grup

(+) kontrol grubu, kiiltiir besiyeri eklenen grup ise (-) kontrol grubu olarak belirlendi:

Grup: Tetric Evo Ceram

Grup: Tetric EvoCeram Bulk Fill
Grup: Tetric EvoFlow

Grup: (+) kontrol grubu

ok 0N

Grup: (-) kontrol grubu
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Farklilasmanin degerlendirilecegi ALP aktivite testi ve ALR boyamasi ig¢in
kompozit gruplar1 3’er tekrarli; li¢ adet gen sentezinin analiz edildigi Ger¢ek Zamanl
PZR degerlendirmesinde her bir gen i¢in kompozit gruplar1 3’er tekrarli; kontrol
gruplart ise 2’ser tekrarl olacak sekilde calisma planlandi. DPKH i¢in odontojenik,
PDLKH i¢in osteojenik farklilagma deneyi olmak {izere iki ayr1 deney diizenegi
hazirlandi. Buna gore toksisite deneyi i¢in kompozit grubu basina 30’ar adet olmak

izere toplamda 90 adet kompozit 6rnegi hazirlandi.

5.2. Kompozit 6rneklerinin hazirlanmasi

Kompozit 6rneklerinin belli bir standartta olusturulmasi i¢in, lizerinde 5 mm
capinda, 2 mm yiiksekliginde silindirik bosluklar hazirlanan teflon kalip kullanildi
(Resim 2).

Resim 2. Kompozit 6rneklerinin hazirlanmasinda kullanilan teflon kalip

Omnekler, kontaminasyonu engellemek igin steril teflon kalipta laminar akish
kabin i¢inde steril sartlarda hazirlandi. Kompozit materyalleri teflon kaliptaki
bosluklara yerlestirildikten sonra, oksijen inhibisyon tabakasinin olusumunun
engellenmesi i¢in materyallerin alt ve {ist yiizeyi plastik seffaf matriks bandi ile
kaplandi ve hava kabarcigi olusumunu engellemek i¢in teflon kalip iki cam tabla

arasinda konumlandirilarak polimerizasyon asamasina gecildi (Resim 3).
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Resim 3. Kompozit 6rneklerinin hazirlanmasi

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 1s1k cihazinin 10 saniye uygulanmasi
ile polimerizasyon saglanarak kompozit 6rnekleri elde edildi. Polimerizasyon i¢in
LED teknolojisi ile iiretilmis, dalga boyu 430-480 nm arasinda, giicii 1200 mW/cm?
olan Elipar S10 (3M ESPE Dental Products; Minnesota, Amerika) 151k cihazi kullanildi
(Resim 4).

Resim 4. Kompozit 6rneklerinin polimerizasyonunda kullanilan 1s1k cihazi (Elipar
S10, 3M ESPE Dental Products; Minnesota, Amerika)

5.3. Hiicre Kiiltiiri

Calismanin hiicre kiiltiirii asamalar1 (DPKH ve PDLKH’nin izolasyonu,
pasajlanmasi ve karakterizasyonu) ve in vitro deney asamalar1 Yeditepe Universitesi
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Bdliimii’nde

gerceklestirildi.
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5.3.1. DPKH ve PDLKH’nin izolasyonu

Hiicre kiiltiirii icin gerekli olan pulpa ve PDL doku oOrnekleri Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi A1z Dis Cene Hastaliklari Anabilim Dali’na
basvuran 16-18 yas araligindaki herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan hastalarin
cekilen gomiik yirmi yas dislerinden elde edildi. Calismaya dahil edilen hastalar
ve/veya ebeveynleri tarafindan bilgilendirme ve onam formlar1 imzalatildi. Cekilen
disler, steril falkon tiipler (ISOLAB Laborgerdte GmbH; Wertheim, Almanya) i¢cindeki
kiiltiir besiyerine [% 1 oraninda penisilin, streptomisin, amfoterisin ve % 10 fetal sigir
serumu igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium: DMEM; low glucose 500 mL
(Gibco, Life Technologies; NY, Amerika)] alinarak bir saat icerisinde Yeditepe
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii Laboratuvari’na ulastirildi. DPKH
ve PDLKH’nin izolasyonu laminar akisli steril kabin (Esco Technologies;

Pennsylvania, Amerika) icerisinde gerceklestirildi (Resim 5).

Resim 5. Laminar akislt steril kabin
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Dislerin yiizeyindeki gingival dokular ve kok ucundaki cevre dokularin
uzaklagtirllmasindan (Resim 6a) sonra pulpa dokusu, heniiz kok olusumu
tamamlanmamis yirmi yas disinin kok ucundan steril pens yardimi ile dikkatli bir
sekilde ¢ikartilarak (Resim 6b) petri kabina alindi. PDL dokusu ise disin kok ylizeyinin
22 no.lu steril bistiiri (Schreiber GmbH; Fridingen, Almanya) yardimiyla travma

yaratmayacak sekilde kazinmasiyla (Resim 6c) elde edildi.

Resim 6. Dislerden pulpa ve PDL dokusunun elde edilmesi (a) Dis yiizeyindeki ve
kok ucundaki ¢evre dokularin uzaklastirilmasi (b) Disin a¢ik olan kdk ucundan pulpa
dokusunun ¢ikartilmasi (¢) Dis ylizeyindeki PDL dokusunun kazinarak petri kabina
alinmasi

Pulpa ve PDL dokular1 farkli petri kaplarinda 22 no.lu bistiiri yardimiyla kii¢iik
pargalara ayrilarak homojenize edildi. Her bir petri kabina, daha 6nce hazirlanan kiiltiir

besiyerinden eklendi (Resim 7).

Resim 7. Homojenize edilen pulpa ve PDL dokularina kiiltiir besiyerinin eklenmesi
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Homojenize edilen dokular, 37°C sicaklik ve % 5 CO; ortamindaki inkiibatorde
(Sanyo CO> incubator, Japonya) kiiltiire edilerek besiyerleri 2-3 giinde bir degistirildi
(Resim 8). Hiicrelerin ¢ogalmalari invert mikroskop (Nikon TS 100; Tokyo, Japan)
altinda her giin takip edildi ve hiicrelerin ¢ogalarak kiiltiir kabinin yiizeyini % 70-80

oraninda kaplamasiyla pasajlama islemine gegildi.

Resim 8. Dokularin inkuibatorde bekletilmesi

5.3.2. DPKH ve PDLKH’nin pasajlanmasi

Pasajlama islemi i¢in kiiltiir kabindaki besiyeri aspire edilerek, 3-4 mL fosfat
tamponu (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline: PBS, Gibco, Life Technologies; New
York, Amerika) ile li¢ kez yikandi. Kiiltiir kabina 3 mL % 0,25’lik Tripsin-
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Gibco, Life Technologies; ingiltere) soliisyonu
eklenerek 2-3 dakika inkiibatorde bekletildi. Daha sonra {izerine 3 mL besiyeri eklendi.
Olusan ¢ozelti pipetaj yapilarak 15 mL’lik falkon tiipiine alind1 ve santrifiij cihazinda
(Sigma GmbH, Almanya) oda sicakliginda 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilerek
hiicre ¢okeltisi elde edildi (Resim 9).
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Resim 9. Santrifiij sonras1 pulpa ve PDL hiicre ¢okeltilerinin elde edilmesi

Ustte kalan medyum (siipernatant) atildiktan sonra hiicre ¢okeltisi iizerine 1 mL
besiyeri ilave edilerek hiicre siispansiyonu olusturuldu. Her 1 mL hiicre siispansiyonu
pipetaj yapilarak homojen hale getirildi ve besiyeri eklenmis 25 cm?’lik kiiltiir
kaplarina (T-25) aktarilarak pasajlama islemi gerceklestirildi (Pasaj 1 = P1) (Resim
10).

Resim 10. Pulpa ve PDL hiicrelerinin falkon tiipten kiiltiir kabina aktarilmasi

Hiicreler 37°C sicaklik ve % 5 CO2 ortamindaki inkiibatorde kiiltiire edilerek
besiyerleri 2-3 giinde bir degistirildi. Kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin ¢ogalmasi invert
mikroskop altinda her giin izlenerek, hiicreler yeterli cogunluga ulastiginda pasajlama
islemi tekrarlandi. Sonraki pasajlama islemlerinde 75 cm?’lik kiiltiir kaplart (T-75)

kullanildi. Calismada pasajlama islemi P3 diizeyine kadar siirdiiriildii.
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5.3.3. Hiicre sayim

Kiiltlir kabindaki hiicreler istenilen yogunluga geldiginde, pasajlama isleminde
oldugu gibi hiicreler 6nce hiicre kaplarindan Tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirildi ve
santrifiij edilerek ¢okertildi. Ustte kalan medyum atildiktan sonra 1 mL kiiltiir besiyeri
ilave edilerek hazirlanan hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirildi
ve 10 pL’si hiicre sayimi yapilmak iizere kiigiik ependorf tiipline aktarildi. Geriye

kalan hiicreler sitotoksisite ve farklilasma deneyleri i¢in kullanildi.

Hiicre saymmi hemositometre kullanilarak gerceklestirildi  (Resim 11).
Hemositometre tizerindeki hiicre sayim alanina denk gelecek sekilde lamel (ISOLAB
Laborgerite GmbH; Wertheim, Almanya) yerlestirildi. Ependorf tiipiinde hiicre sayimi
icin ayrilan siispansiyon, mikropipet (Eppendorf Research; New York, Amerika)
yardimiyla lamel iizerine aktarildi. Hiicreler invert mikroskop (40x biiyiitme) altinda
sayilarak ortalamasi alindi. Alinan ortalamanin, 10 000 (sabit say1) ve diliisyon orani

ile carpilmastyla mililitredeki toplam hiicre sayisi hesaplandi.

Resim 11. Invert mikroskop altinda hiicre sayiminin yapilmasi
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5.4. DPKH ve PDLKH’nin akim sitometri analizleri

Insan daimi dis pulpasi ve PDL dokularindan elde edilen MKH’ nin karakterize
edilmesi icin akim sitometri analizi literatiirde belirtilen sekilde yapildi (Yalvag ve
ark., 2010). Uciincii pasaja getirilen hiicreler 6nce hiicre kaplarindan Tripsin-EDTA ile
kaldirild1 ve santrifiij edilerek ¢okertildi. Hiicre ¢okeltisi PBS ile karistirilarak 100 000
hiicre/100puL PBS/tiip olacak sekilde akim sitometre tiiplerine alindi. Tiipteki hiicreler,
1 saat PBS igerisinde seyreltilmis antikorlar ile muamele edildi. Karakterizasyon
islemi i¢cin CDI14, CD31, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 (Abcam;
Cambridge, MA, Amerika) ve CD29 (Biolegend; San Diego, CA, Amerika) antikorlar1
kullanild1. Antikor eklenmeyen grup negatif kontrol grubu, antikor olarak integrin

eklenen grup pozitif kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Daha sonra 1 mL PBS ile yikanip 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilen hiicre
y1gmi1 500 pL PBS igerisinde ¢6ziildii ve akim sitometri tiiplerine alindi. FACS Calibur
Akim Sitometre (Becton Dickinson; California, Amerika) sistemi kullanilarak analiz

gerceklestirildi (Resim 12).

s BD FACSCalibur

Resim 12. Akim sitometri cihazi
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5.5.  Hiicre Toksisite Deneyi

Hiicre toksisite deneyinde, calismada kullanilan kompozit dolgu materyallerinin
DPKH ve PDLKH iizerindeki olas1 toksik etkileri 1, 3, 7, 10 ve 14. glinlerde MTS testi

ile degerlendirildi.

5.5.1. DPKH ve PDLKH’nin ekimi

Calismada, hiicre ile materyal arasindaki temas agisindan indirekt metot tercih
edildi. Bu amagla deney diizenegi olarak 24 bolmeli milipor filtre sistemi (EMD
Millipore Corporation; Massachusetts, Amerika) kullanildi. Bu sistem 24 kuyucuklu
kiiltiir plag1 ve tizerine yerlestirilen filtre sisteminden olusur. Filtre sistemi polietilen
tereftalat malzemesinden imal edilmis olup filtre ¢ap1 6,5 mm’dir. Filtre yilizey alani

0,33 cm? ve yiizeydeki porlarin genisligi 3 pm’dir.

Kuyucuk basina 25 000 hiicre gelecek sekilde kullanilacak toplam hiicre miktari
hesaplanarak DPKH ve PDLKH’nin kiiltiir plaklarina ekimi yapildi (Resim 13).
Kuyucuklara 500 pL besiyeri eklenerek hiicreler 1 giin siireyle inkiibatdrde bekletildi.
Hiicre ekimi ve deney siirecindeki tiim islemler laminar akish steril kabinde

gerceklestirildi.

Resim 13. Sayimi yapilan hiicrelerin 24 bolmeli kiiltiir plagina ekiminin yapilmasi

Bir giin siireyle inkiibatorde bekletilen hiicrelerin besiyerleri aspire edilerek,
hazirlanan kompozit 6rnekleri milipor filtre sisteminin {izerine yerlestirildi (Resim
14). Orneklerin iizerini kaplayacak sekilde kuyucuk bagma toplam 500 pL besiyeri

eklendi. Deney siiresi boyunca iki giinde bir besiyerleri degistirildi.
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Resim 14. Hazirlanan kompozit Orneklerinin milipor filtre sistemi {izerine
yerlestirilmesi

5.5.2. MTS testinin uygulanmasi

Hazirlanan kompozit 6rneklerinin DPKH ve PDLKH nin canliligina olan etkisi,
hiicre canliligin1 mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesine bagh 6lgen MTS testi
(CellTiter96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega; Ingiltere)

kullanilarak belirlendi.

MTS testinin yapilacag: 1, 3, 7, 10 ve 14. giinlerde ilgili kuyucuktaki besiyeri
aspire edildi. Karanlik ortamda her bir kuyucuga 450 uL DMEM ve 50 pL MTS
karigimi konularak 2 saat boyunca alliminyum folyoya sarili sekilde inkiibatorde
bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuktaki karisimdan 100’er pL
alinarak ornekler 96 kuyucuklu plaga yerlestirildi. Olusan renk degisimi, ELISA plak
okuyucusu (EIx800, Bio-Tek Instruments; Vermont, Amerika) kullanilarak absorbans

(490 nm) 6¢limiine dayal1 sekilde degerlendirildi (Resim 15).

Resim 15. MTS o6rneklerinin ELISA cihazina yerlestirilmesi
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5.6.  Odontojenik ve Osteojenik Farklilasma Deneyleri

Calismanin {igiincii asamasi olan farklilagma deneyinde, kompozit dolgu
materyallerinin DPKH ve PDLKH’nin farklilagma potansiyeline olan etkisi
degerlendirildi. Bu amagla, 14 giin boyunca DPKH’nin odontojenik, PDLKH nin

osteojenik farklilasmasi saglandi.

DPKH’nin odontoblastlara farklilagsmasini saglamak amaciyla, DMEM igerisinde
50 pg/mL askorbik asit (Sigma; Saint-Louis, MO, Amerika), 10 nM deksametazon
(Sigma; Saint-Louis, MO, Amerika) ve 50 nM B-gliserofosfat (Sigma; Saint-Louis,
MO, Amerika) kullanilarak 5x olacak sekilde odontojenik besiyeri hazirlandi.

Hazirlanan besiyeri her kullanimda 1x’e seyreltilerek kullanildi.

PDLKH’nin osteoblastlara farklilasmasini saglamak amaciyla DMEM igerisinde
50 uM askorbik asit, 0,1 uM deksametazon ve 10 mM B-gliserofosfat kullanilarak 5x
olacak sekilde osteojenik besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri her kullanimda 1x’e

seyreltilerek kullanildi.

5.6.1. DPKH ve PDLKH’nin ekimi

Farklilagsma deneyinde hiicre ile materyal arasindaki kontakt agisindan indirekt
metot tercih edildi. Bu amacla deney diizenegi olarak 24 bdlmeli milipor filtre sistemi

kullanildi.

Kuyucuk basina 25 000 hiicre gelecek sekilde kullanilacak toplam hiicre miktari
hesaplanarak DPKH ve PDLKH nin kiiltiir plaklarina ekimi yapildi. Kuyucuklara 500

uL besiyeri eklenerek hiicreler 1 giin siireyle inkiibatorde bekletildi.

Bir giin siireyle inkiibatorde bekletilen hiicrelerin besiyerleri aspire edilerek,
hazirlanan kompozit Ornekleri milipor filtre sisteminin iizerine yerlestirildi.
Farklilasma besiyeri, her bir kuyucukta 500 pL olacak ve orneklerin {izerini
kaplayacak sekilde dagitild1 ve 14 giin boyunca 2 giinde bir besiyerleri degistirildi. Bu
stirenin bitiminde deneyler sonlandirilarak gruplarin ALP aktivitesi, ALR boyamasi ve

Gergek Zamanli PZR analizlerine gecildi.
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5.6.2. Alkalen Fosfataz (ALP) aktivitesi

ALP aktivitesinin tayini i¢in ¢alismamizda QuantiChrom Alkalen Fosfataz Deney

Kiti (BioAssay Systems; California, Amerika) kullanildi (Resim 16).

Resim 16. Alkalen fosfataz (ALP) deney kiti

Farklilasma deneyinin sonunda, analiz i¢in kullanilacak hiicreler Tripsin-EDTA
sollisyonu ile kaldirilarak her bir deney grubuna ait hiicre grubu tek bir ependorf
tiipiine alind1 ve santrifiij edilerek hiicre ¢okeltisi elde edildi. Uretici firmanin

talimatlarina gore asagidaki protokol izlendi:

e Ependorf tiiplerinin her birine, hiicreleri pargalayarak icerisindeki proteini
aciga c¢ikarmak amaciyla 500 pL % 0,2’lik Triton-X 100 (MP Biomedicals;
Illkirch, Fransa) koyuldu. Karigim, 300 rpm’de calisan karistiric1 (Titramax
100, Heidolph Instruments; Schwabach, Almanya) iizerinde 20 dakika oda

1s1sinda karistirildi.

e Elde edilen orneklerden 30’ar pL alinarak 96 kuyucuklu plak igerisine
dagitildi. Uzerine, protokole gore hazirlanan ALP belirleme karisimindan
50’ser pL eklendi. Karanlikta 15 dakika bekletildikten sonra ELISA cihazinda
405 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢timii yapildi.
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5.6.3. Alizarin Red (ALR) boyamasi

ALR boyama analizi i¢in kullanilacak hiicrelerin besiyerleri aspire edilerek

asagidaki protokol izlendi:

e Hiicreler PBS ile yikandi. Hiicrelerin fiksasyonu i¢in kuyucuklara 500 pL
etanol konarak 30 dakika boyunca +4°C’de bekletildi.

e Daha sonra etanol aspire edilerek hiicreler iki kez distile su ile yikandi.
Kuyucuklara 500 pL % 2’lik ALR boyast (LifeLine Cell Technology;
Maryland, Amerika) konularak oda sicakliginda 15 dakika beklendi (Resim
17).

Resim 17. Alizarin red (ALR) boyas1

e Bekleme siiresinin sonunda ALR boyas1 kuyucuklardan aspire edildi ve asir
boyay1 uzaklagtirmak i¢in hiicreler dikkatli bir sekilde 2-3 kez distile su ile
yikandi. Hazirlanan 6rnekler invert mikroskop (Primo Vert, Zeiss; Almanya)

altinda goriintiilendi ve goriintiiler bilgisayara kaydedildi (Resim 18).
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Resim 18. ALR boyama yontemi ile hazirlanan 6rneklerden invert mikroskop altinda
goriintli alinmasi

5.6.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gercek Zamanh PZR)

analizi

Gergek Zamanli PZR analizinde, DPKH Kkiiltiiriinden odontojenik farklilagsmaya
0zgl olan kollajen tip I, DSPP ve DMPI1 genlerinin; PDLKH kiiltiiriinden ise
osteojenik farklilagsmaya 6zgii olan kollajen tip I, ON ve OK genlerinin sentez
diizeyleri analiz edildi. Ger¢ek Zamanli PZR analizi i¢in asagidaki islem basamaklari

uygulandz:

e RNA izolasyonu

o cDNA sentezi

e Primerlerin hazirlanmasi

e Reaksiyon karigiminin hazirlanmasit ve Orneklerin Ger¢ek Zamanli PZR

cihazinda okutulmasi
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5.6.4.1. RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu i¢in Rneasy Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanild:
(Resim 19).

Resim 19. RNA izolasyon kiti

Farklilasma deneyi sonrasinda, analizi yapilacak hiicreler kiiltiir kaplarindan
kaldirilarak her deney grubuna ait hiicre toplulugu tek bir ependorf tiipiine alindi.
Uzerine PBS eklenerek santrifiij edildi. Uretici firmanin talimatlarina gore asagidaki

protokol izlendi:

1. Santrifiij edilen hiicrelere 600 pL liziz tamponu (Buffer RLT) eklenerek karigim
15 saniye vortekslendi (Resim 20).

Resim 20. Vorteks iglemi
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2. Uzerine 600 pL %70’lik etanol eklenen karisim tekrar vortekslendi.

3. Olusan karisimin 700 pL‘si, Rneasy toplama tiipii igerisinde bulunan filtre
tiipline alinarak santrifiij cihazinda (Mikro 22R, Hettich; Tutlingen, Almanya) 15
saniye 12 000 rpm’de santrifiij edildi (Resim 21). Toplama tiipiinde biriken atik
dokiilerek filtre tiipii tekrar toplama tiipii igerisine yerlestirildi.

Resim 21. Toplama tiiplerinin santrifiij cihazina yerlestirilerek santrifiij edilmesi

4. Filtre tiipt igerisine 700 pL yikama tamponu-1 (Buffer RW1) konularak 15
saniye 12 000 rpm’de santriflij yapildi. Toplama tiipiinde biriken atik dokiilerek filtre

tiipli tekrar toplama tiipii igerisine yerlestirildi.

5. Filtre tiipiine 500 pL yikama tamponu-2 (Buffer RPE) eklenerek 15 saniye
12 000 rpm’de santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde biriken atik dokiilerek filtre tiipii

tekrar toplama tiipli igerisine yerlestirildi.

6. Tekrar filtre tlipline 500 pL yikama tamponu-2 (Buffer RPE) eklendi ve 2 dakika
12 000 rpm’de santrifiij yapildi. Filtre tiipii yeni bir toplama tiipii icerisine
yerlestirilerek 1 dakika 12 000 rpm’de santrifiij tekrarlandi.

7. Son olarak filtre tiipii 1,5 mL’lik toplama tiipii igerisine yerlestirilerek, igerisine
30 uL RNase icermeyen su (RNase-free water) konuldu ve 1 dakika 12 000 rpm’de
santrifiij yapilarak RNA’nin toplama tiiptinde birikmesi saglandi.
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Sonug olarak, 5 adet DPKH i¢in ve 5 adet PDLKH i¢in toplam 10 tiip olacak
sekilde total RNA elde edildi. Her tiipten 3 pL alinarak kiitle spektrofotometre
cihazinda (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, Delaware, Amerika) RNA kiitle
Olctimleri yapildi (Resim 22) ve tiipteki RNA’lar buz igerisinde bekletilerek cDNA

sentezi islemine ge¢ildi.

Resim 22. RNA kiitle 6l¢iimlerinin yapilmasi

5.6.4.2. cDNA sentezinin yapilmasi

Bu asamada cDNA sentez kiti (Fermentas RevertAid First Strand, Thermo;
Amerika) kullanildi. Kite gore her bir RNA 6rnegi icin asagida belirtilen miktarlarda

ana karisim hazirlandi:

e Reverse Transkriptaz buffer: 4 uL

e Reverse Transkriptaz enzim: 1 pL

e RNase inhibitor: 1 pL

e dNTP:2 puL

Her o6rnek icin, RNA, distile su ve kit icerisinde yer alan Random Hexamer

Primer’den (1 pL) alinarak 12’ser uL’lik karisim olusturuldu. Bu karisimin {izerine
8’er uL ana karisimdan ilave edildi. Elde edilen toplam 20 pL’lik karisimin PZR
cithazinda (MyCycler, BIORAD, Califormia, Amerika) 5 dakika boyunca 22°C’de, 30
dakika boyunca 42°C’de ve son olarak 4°C’de inkiibe edilmesiyle cDNA’larin sentezi
gerceklestirildi (Resim 23). cDNA’lar deney gilinii kullanilmak iizere -20°C’de

saklandi.
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Resim 23. PZR cihazinda cDNA sentezinin yapilmasi

5.6.4.3. Primerlerin hazirlanmasi

Gergek Zamanli PZR analizinde, hiicrelerdeki farklilasmaya 6zgii olan gen
aktivitesinin saptanmas1 amaciyla spesifik primerler kullanildi. Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) geni, Orneklerden alinan RNA’larin normalizasyonu igin
standart olarak kullanildi. Calismada kullanilan primerler ve referanslari:

Kollajen tip I Forward:5’- CCACGCATGAGCGGACCCTAA -3’

Reverse: 5’- ATTGGTGGGATGTCTTCGTCTTGG -3’

DSPP Forward:5’- GCTGTCACTGGGGTCTTCAT -3’

Reverse: 5’- GCTGTCACTGGGGTCTTCAT -3°
DMP1 Forward:5’- TGGGGATTATCCTGTGCTCT -3’

Reverse: 5’- GCTGTCACTGGGGTCTTCAT -3°
ON Forward:5’- GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT -3’

Reverse: 5°- TCAGCCAACTCGTCACAGTC -3’
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OK Forward:5’- GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT -3’
Reverse: 5°- TCAGCCAACTCGTCACAGTC -3’
GAPDH Forward:5’- TGGTATCGTGGAAGGACTCA-3’

Reverse: 5’- GCAGGGATGATGTTCTGGA-3’

Primerler, iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda distile su ile sulandirilarak
hazir hale getirildi. Optimum c¢alisma sicakliginin tespiti amaciyla 50°C ile 60°C
arasindaki sicakligin denendigi bir gradyan PZR yapildi ve buna gore Ger¢ek Zamanl
PZR analizinde kullanilacak baglanma sicaklig1 58°C olarak belirlendi.

5.6.4.4. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Gergek Zamanli PZR analizinin gerceklestirilmesinde SYBR Green (Maxima,
Thermo, Amerika) kiti kullamldi. Uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda, 96
bdlmeli reaksiyon plaginda drnek basina hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 3’te

gosterilmektedir.

Tablo 3. Ornek basina hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Karisimi igerigi | 1 kuyucuktaki miktar
SYBR Green buffer 5uL Ana karisim
Primer forward 0,5 uL (1 kuyucuktaki)
Primer reverse 0,5 uL 8 uL
Distile su 2 uL
cDNA 6rnegi (200 ng/pL) 2 uL
TOPLAM 10 pL

Gergek Zamanli PZR islemi i¢in deney grubu basina 4 tekrarli analiz yapilmasi
planlandi. Buna gére DPKH ve PDLKH gruplart i¢in iki ayr1 reaksiyon karigimi
hazirlanarak, karisimlar 96 bolmeli reaksiyon plagina yerlestirildi (Resim 24).
Hazirlanan reaksiyon plaklarinda, standart 6rneklerin bulundugu kuyucuklara cDNA

ornegi konmadi (Tablo 4, 5).
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Resim 24. Reaksiyon karisiminin 96 bolmeli reaksiyon plagina yerlestirilmesi

Tablo 4. DPKH grubu i¢in hazirlanan reaksiyon plagi

Kollajen tip |

DSPP

DMP1

G1

G1

Gl

Gl

G1

G1

Gl

Gl

G1

Gl

Gl

G1

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

G3

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

PK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

NK

Gl

Gl

G1

G1

PK

PK

PK

PK

S1

S1

S1

S1

G2

G2

G2

G2

NK

NK

NK

NK

S2

S2

S2

S2

G3

G3

G3

G3

S3

S3

S3

S3

S4

S4

S4

S4

GAPDH

Standart
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G2=Grup 2
G3=Grup 3
PK= (+) Kontrol
NK= (-) Kontrol
S1: GAPDH/10

S2: GAPDH/100

S3: GAPDH/1000
S4: GAPDH/100 000



Tablo 5. PDLKH grubu i¢in hazirlanan reaksiyon plagi

Kollajen tip | ON OK

Gl1|{ Gl |Gl |Gl1| Gl |Gl |Gl |G1|Gl |Gl |Gl |Gl |Gl=Grupl

G2| G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2 | G2=Grup2

G3|G3 | G3|G3|G3|G3|G3|G3|G3|G3|G3|G3 |G3=Grup3

PK| PK | PK | PK | PK | PK | PK | PK | PK | PK | PK | PK |PK=(+)Kontrol

NK | NK | NK [ NK | NK | NK | NK | NK | NK | NK | NK | NK | NK=(-) Kontrol

Gl1| Gl |Gl |Gl |PK|PK|PK|PK]JS1|S1|S1 | S1 |S1:GAPDH/10

G2| G2 | G2 | G2 | NK | NK | NK | NK | S2 | S2 | S2 | S2 |S2:GAPDH/100

$3: GAPDH/1000
S4: GAPDH/100 000

G3|G3 [ G3 | G3|S3 |S3|S3|S3 |54 |S54)|54)|54

GAPDH Standart

Son olarak, hazirlanan reaksiyon plaklar1 optikal film ile kaplandiktan sonra
Gergek Zamanli PZR cihazina (iCycler Real Time PCR Detection System, Bio-Rad,
California, Amerika) yerlestirilerek okutuldu (Resim 25).

Resim 25. Reaksiyon plagmmin Gergek Zamanli PZR cihazina yerlestirilerek
okutulmasi
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5.7. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢cin IBM
SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Parametreler normal
dagilima uygunluk gostermediginden, c¢alisma verilerinin  gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde

Mann Whitney U test kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. DPKH ve PDLKH’nin akim sitometri analizi sonuclari

Insan dis pulpasi ve PDL dokularindan kiiltiire edilmis DPKH ve PDLKH nin
karakterizasyonu i¢in yapilan akim sitometri degerlendirmeleri sonucunda, bu
hiicrelerin, hematopoetik hiicre belirteci olan CD14, CD34, CD45 ile endotelyal hiicre
belirteci olan CD31 yiizey antijenleri i¢in negatif oldugu; MKH belirteci olan CD29,
CD44, CD73, CD90 ve CD105 yiizey antijenleri i¢in ise yiiksek diizeyde pozitiflik
gosterdigi goriildii (Sekil 8, 9).

8 g 2
8 8] . 8
% NK % CD1035 8 CD14
s g g
] ‘ 4 S
CHEI T W P
2 g g
8 CD34 8 CD90 3 CD31
2 2 3
- g g g
2] ] ]
= | i :
w W@ b 1 1w 1°
- 2 2
= g g g
CD73
2 2 2
F g g
g ] 8
< = B ° @ 10! o = w e
4 8
& 2
CD45 CD29
2 2
2 g
g g
Q:EP 10! - 1* 1t Q1-0D ' 107 1% it

Sekil 8. DPKH’nin akim sitometri analizi sonuglari
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Sekil 9. PDLKH’nin akim sitometri analizi sonuclar1

6.2. MTS Testi Sonuclar

Calismada kullanilan kompozit dolgu materyallerinin DPKH ve PDLKH iizerine
olas1 toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan MTS testi ile 1., 3., 7., 10. ve

14. giinlerde ¢aligma gruplarinin hiicre canlilik diizeyleri saptand.

6.2.1. DPKH Kkiiltiiriinden elde edilen MTS test sonuclari

DPKH kiiltiiriinden elde edilen MTS test sonuglar1 incelendiginde 1., 3., 7., 10. ve
14. giinlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli farkliliklar

saptandi (p<0.01) (Tablo 6).
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Tablo 6. DPKH kiiltiiriinden 1., 3., 7., 10. ve 14. giinler icin elde edilen MTS test

sonugclari
Tetric
Tetric Tetric
EvoCeram PK NK
EvoCeram EvoFlow
Bulk Fill p
Ort£55 Ort£55 Ort+£55 Ort+£55 Ort£55
DPKH {medyan) (medyan) {medyan) {medyan) (medyan)
0,65+£0,01 0,65+0,02 0,71+0,02 0,160 0,66+0,02
1.giin 0,002**
(0,69) (0,63) {0,71) (0,16) (0,66)
0,99+0,03 0,67+0,02 0,334+0,01 0,2+0,01 0,98+0,01
3.giin 0,002**
(1) (0,67) 0,34) (0.2) (0,97)
0,78+£0,02 0,84+0,02 0,91+0,02 0.18+0,01 1,2540,03
7.giin 0,001**
(0,78) (0,84) (0,91) (0,19) (1,27)
1,17£0,04 1,1=0,05 1,1340,03 0.18+0,01 1.4=0.03
10.giin 0,003**
(1,1%) (1,09) (1,13) (0,18) (1,41)
0,95+0,02 0,52+0,04 0.260,01 0.12+0,01 0,98+0,06
14.giin 0,002**
(0,98) (0,94) (0,26) (0,12) (1,01)
P 0,002** 0,001** 0,001** 0,002*= 0,001**
Kruskal Wallis Test = p(.0d

MTS testi ile gruplar arasi tespit edilen DPKH’nin canlilik diizeyi Sekil 10°da

gosterilmektedir.
DPKH

16
E 14
B g 12
=2 1
8 2os
= HO4
Lo2
o

Tetric Tetric Tetric PE ME

EvoCeram EvoCeram EvoFlow
Bulk Fill
Hlgin E3gin W7gin H10gin E14gin

Sekil 10. MTS testi ile farkl: siireler sonunda tespit edilen DPKH nin canlilik diizeyleri
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DPKH kiiltiiriinde gilinler arast farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini
saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Testi sonucunda; biitiin giinler i¢in tiim
gruplarin hiicre canlilik diizeyi PK grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo 7).

Birinci gilinde, Tetric EvoFlow grubundaki hiicrelerin canlilik diizeyi NK
grubundan istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram Bulk Fill
grubunun sonucu Tetric EvoCeram ve Tetric EvoFlow gruplarindan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 7).

Ucgiincii giinde, Tetric EvoFlow grubunun hiicre canlilik diizeyi Tetric EvoCeram,
Tetric EvoCeram Bulk Fill ve NK gruplarindan; Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun
canlilik diizeyi ise Tetric EvoCeram ve NK gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram ile NK gruplariin sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 7).

Yedinci giinde, kompozit gruplarinin hiicre canlilik diizeyi NK grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Kompozit gruplari
arasinda, Tetric EvoCeram grubunun sonucu Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric
EvoFlow gruplarindan; Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun sonucu Tetric EvoFlow

grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05) (Tablo 7).

Onuncu giinde, kompozit gruplarimin hiicre canlilik diizeyi NK grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p<0.05), kompozit gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 7).

On dordiincti giinde, Tetric EvoFlow grubunun hiicre canlilik diizeyi Tetric
EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve NK gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram grubunun sonucu Tetric EvoCeram
Bulk Fill grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05),
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad: (p>0.05)

(Tablo 7).
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Tablo 7. DPKH’ne ait MTS test sonuglarinin gruplar arasi ikili karsilagtirmasi

1.GUN 3.GUN 7.GUN 10.GUN 14.GUN
p p p p P
G1-G2 0,021* 0,020* 0,019* 0,083 0.021%
Gl1-G3 0,083 0,020* 0,020* 0,149 0.021%
Gl-G4 0,020* 0,019* 0,018* 0.021% 0.021%
G1-G5 0,059 0.384 0,021* 0.021% 0,773
G2-G3 0,021* 0,021* 0,019* 0,386 0.021%
G2-G4 0,020* 0,020* 0,017* 0,021% 0.021*
G2-G5 0,468 0,021* 0,019* 0,021* 0,149
G3-G4 0,020* 0,020* 0,017* 0,021% 0.021*
G3-G5 0,021* 0,021* 0,020* 0.021% 0.021*%
G4-G5 0,020* 0,020* 0,018* 0.021% 0.021%
Marnn Whitney U Test * p<0.03

G1: Tetric EvoCeram; G2: Tetric EvoCeram Bulk Fill; G3: Tetric EvoFlow; G4: PK; G5: NK

Deney gruplar1 kendi igerisinde degerlendirildiginde, tiim gruplarin giinler arasi
sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 6).
Farkliligin hangi giinden kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney
U Test sonucunda; 7Zetric EvoCeram ve NK grubunda 3. giin ve 14. giin MTS
sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken (p>0.05), diger
giinler arasinda anlamli farklilik oldugu saptandi (p<0.05). Tetric EvoCeram Bulk Fill
grubunda, 1. giin ve 3. giin MTS sonuglar arasinda anlamli farklilik bulunmazken
(p>0.05), diger giinler arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik bulundu
(p<0.05). Tetric EvoFlow grubunda, tim gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 8).
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Tablo 8. DPKH’ne ait MTS test sonuclarinin giinler arasi ikili kargilastirmasi

Tetric
Tetric Tetric
EvoCeram PK NK
EvoCeram EvoFlow
Bulk Fill
P P p P P
1.giin-3.giin 0,020*% 0,248 0,021% 0.019* 0,021*
1.giin-7.giin 0,021* 0,019* 0,020*% 0.017* 0,021*
1.giin-10.giin 0,021* 0,021* 0,021% 0,020*% 0,021*
1.giin-14.giin 0,021* 0,021* 0,021* 0.020* 0,021*
3.giin-7.giin 0,020* 0,019* 0,020* 0.017* 0,021*
3.giin-10.giin 0,020*% 0,021* 0,021% 0.042% 0,021*
3.giin-14.giin 1,000 0,021* 0,021% 0.020*% 0,248
7.giin-10.giin 0,021* 0,019* 0,020% 0,767 0,021*
7.giin-14.giin 0,021* 0,019* 0,020% 0.018*% 0,021*
10.giin- 0,021* 0,021* 0,021% 0.021* 0,021*
14.giin
Mann Whitney U Tast * p<0.03

6.2.2. PDLKH Kiiltiiriinden elde edilen MTS test sonuclari

PDLKH Kkiiltiiriinden elde edilen MTS test sonuglar1 incelendiginde 1., 3., 7., 10.

ve 14. giinlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli farkliliklar

saptandi1 (p<0.01) (Tablo 9).
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Tablo 9. PDLKH kiiltiiriinden 1., 3., 7., 10. ve 14. giinler i¢in elde edilen MTS test

sonugclari
Tetric
Tetric Tetric
EvoCeram EvoCeram EvoFlow K K
Bulk Fill P
Ort£85 Ort+55 Ort+85 Ort£55 Ort£55
PDLKH (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
0,52+0,01 0,551x0,02 0,543=0,01 0.169=0.01 0.467x0,01 0.002 %+
1.giin (0.517) (0,551) (0,55) (0,167) (0,466) ’
1.48+0,05 1,197+0.02 1,265+0.02 0.195x0 1.115=0.04 o
3.giin (1.459) (1.2) (1,268) (0,196) (1,104) 0.001
1.291+0,01 1,15+£0,06 1,287+0.03 0.192+0,01 1,3£0.,01 o
7.giin (1.289) (1,207) (1,279) (0,19) (1.301) 0,004
1.328+0.05 1,37420,02 1,37320,04 0,187+0,01 1,415+0,04 0.007 ++
10.giin (1,346) (1,376) (1.364) (0,186) (1,41) ’
0,985x0,05 0,994+0,02 0,13+0,01 0,134=+0 1.056=0.03 0.002 %+
14.giin (1,01) (0,99%9) (0,133) (0,135) (1,067) ’
P 0,001** 0,002+ 0,002** 0,003** 0,001**
Kruskal Wallis Test =¥ p(.0J

MTS testi ile gruplar arast tespit edilen PDLKH nin canlilik diizeyleri Sekil 11°de

gosterilmektedir.
18
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@ ; 1.4
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Tetric Tetric Tetric PK MK
EvoCeram EvoCeram EvoFlow
Bulk Fill
Hlgin E3gin MW7gin H10gin E14gin

Sekil 11. MTS testi ile farkli siireler sonunda tespit edilen PDLKH’nin canlilik

diizeyleri
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PDLKH kiiltiiriinde giinler aras1 farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini
saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Test sonucunda; PK grubunun hiicre
canlilik diizeyi 14. giin haricinde biitiin gruplardan istatistiksel olarak diisiik bulundu

(p<0.05) (Tablo 10).

Birinci giinde, kompozit gruplarinin hiicre canlilik diizeyi, NK grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek bulundu (p<0.05). Kompozit gruplari
arasinda Tetric EvoCeram grubunun sonucu Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric
EvoFlow gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunurken (p<0.05), Tetric EvoCeram
Bulk Fill ile Tetric EvoFlow gruplarinin sonuglar1 arasinda anlamli bir fark saptanmadi

(p>0.05) (Tablo 10).

Ugiincii giinde, kompozit gruplarmin hiicre canlilk diizeyi NK grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). Kompozit gruplari
arasinda Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun sonucu Tetric EvoCeram ve Tetric
EvoFlow gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiikk bulunurken
(p<0.05), Tetric EvoCeram grubunun sonucu, Tetric EvoFlow grubundan istatistiksel

olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo 10).

Yedinci giinde, Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun hiicre canlilik diizeyi Tetric
EvoCeram, Tetric EvoFlow ve NK gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 10).

Onuncu giinde, Tetric EvoCeram grubunun hiicre canlilik diizeyi Tetric EvoCeram
Bulk Fill ve NK gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(p<0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi

(p>0.05) (Tablo 10).

On dordiincii glinde, kompozit gruplarinin hiicre canlilik diizeyi NK grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram ve
Tetric EvoCeram Bulk Fill gruplarinin sonuglar1 Tetric EvoFlow ve PK gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05), diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 10).
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Tablo 10. PDLKH’ye ait MTS test sonuglarinin gruplar arasi ikili karsilastirmasi

1L.GUN 3.GUN 7.GUN 10.GUN 14.GUN
p p P P p
G1-G2 0,043* 0,020% 0,021* 0,043% 0,564
G1-G3 0,042* 0,020% 0,309 0,248 0,020%
G1-G4 0,020* 0,017* 0,021* 0,021% 0,020%
G1-G5 0,021* 0,020* 0,149 0,021% 0,043*
G2-G3 0,561 0,021* 0,021* 0,773 0.020%
G2-G4 0,020% 0,018* 0,021* 0,021% 0.020%
G2-G5 0,021* 0,043* 0.021* 0,149 0.021%
G3-G4 0,019% 0,018* 0,021* 0,021% 0,225
G3-G5 0,020* 0,021* 0,248 0,191 0.020%
G4-G5 0,020* 0,018* 0,021* 0,021% 0,020%
Mann Whitney U Test *p0.03

G1: Tetric EvoCeram; G2: Tetric EvoCeram Bulk Fill; G3: Tetric EvoFlow; G4: PK; G5: NK

Deney gruplari kendi icerisinde degerlendirildiginde, tiim gruplarin giinler arast
sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo 9).
Farkliligin hangi giinden kaynaklandigin1 saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney
U Test sonucunda; Tetric EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve NK grubunda,
tim gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0.05). Zetric
EvoFlow grubunda, 3. ve 7. glinler arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0.05),
diger giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu saptandi

(p<0.05) (Tablo 11).

Tablo 11. PDLKH’ye ait MTS test sonuglarinin giinler arasi ikili karsilagtirmasi

Tetric
Tetric Tetric
EvoCeram PK NK
EvoCeram EvoFlow
Bulk Fill
P P P P P

1.giin-3.giin 0,020* 0,021* 0,020* 0,017* 0,021*
1.giin-7.giin 0,021* 0,021* 0,020* 0,020* 0,021*
1.giin-10.giin 0,021* 0,021* 0,020* 0,020* 0,021*
1.giin-14.giin 0,021* 0,021* 0,019* 0,019* 0,021*
3.giin-7.giin 0,020* 0,773 0,564 0,375 0.021*
3.giin-10.giin 0,020* 0.021* 0.021* 0,038* 0.021*
3.giin-14.giin 0,020* 0.021* 0,020* 0.017* 0.021*
7.giin-10.giin 0,248 0,021* 0,021* 0,309 0,021*
7.giin-14.giin 0,021* 0,021* 0,020* 0,020* 0,021*
10.giin-

0,021* 0,021* 0,020* 0,020* 0,021*
14_giin

Mann Whitney U Test * p<0.03
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6.3. Odontojenik ve Osteojenik Farklilasma Deneylerinin Sonuclari

DPKH’nin odontojenik, PDLKH nin osteojenik farklilasmasinin saglandigi 14
giinliik farklilasma deneyinin sonunda, ¢alismada kullanilan kompozit dolgu
materyallerinin bu hiicrelerin farklilasma potansiyeline olan etkileri degerlendirildi.
Bu amagla hiicre kiiltiirlerinden elde edilen ALP aktivite testi, ALR boyama ve Gergek

Zamanli PZR sonuglar1 analiz edildi.

6.3.1. ALP aktivite testi sonuclari

Yapilan ALP aktivite testi analizinde, DPKH ve PDLKH Kkiiltiirlerinde, gruplar
arast ALP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak ileri derecede anlamli farkliliklar

saptandi (p<0.01) (Tablo 12).

Tablo 12. ALP aktivite test sonuglarinin degerlendirilmesi

ALP
DPKH PDLKH
Ort£55 (Medyan)  Ort+55 (Medyan)

Tetric EvoCeram 1,27£0,17(1,29) 1,21£0,10(1,22)

Tetric EvoCeram Bulk Fill  0,8320,09 (0,82)  1,1320,09 (1,17)

Tetric EvoFlow 0,56+0,04 (0,57)  1,22+0,08 (1,25)

PK 1,23+0,12(1,18)  1,61%0,07 (1,57)

NK 0,72£0,08 (0,74)  0,24=0,03 (0,24)

p 0,001%* 0,006%*
Kruskall-Wallis Fest *rp<(.0f
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DPKH Kkiiltiiriinden tayin edilen ALP diizeyleri Sekil 12°de gosterilmektedir.

16
= 14
72 |22
£t |,
z = |08
o s 0,6 I
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— g o
<: b
8 Tetric Tetric Tetric Evo Flow PK ME
~ EvoCeram EvoCeram
Bulk Fill
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Sekil 12. DPKH kiiltiirii i¢in ALP aktivite test sonuglarinin karsilagtirilmasi

DPKH’de farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak amaciyla yapilan
Mann-Whitney U Test sonucunda; Tetric EvoFlow grubunun ALP diizeyi, biitiin
gruplardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisilk bulundu (p<0.01). Tetric
EvoCeram Bulk Fill ile NK gruplariin ALP diizeyi, Tetric EvoCeram ve PK
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p<0.01), diger

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 13).
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Tablo 13. ALP aktivite testi sonuglarinin gruplar arasi ikili karsilagtirmasi

ALP
DPKH PDLEKH
P P

Gl1-G2 0,006 0,175
G1-G3 0,005 0,517
G1-G4 0.465 0.009%*
G1-G5 0,005 0,005%*
G2-G3 0,005%* 0.047*
G2-G4 0,006 0,006%*
G2-G5 0,117 0,009%*
G3-G4 0,005 0,005%*
G3-G5 0,009%* 0,009%*
G4-G5 0,006%* 0,006%*

Mann Whitney U Test = p<0.0]  Fp<0.05

G1: Tetric EvoCeram; G2: Tetric EvoCeram Bulk Fill;
G3: Tetric EvoFlow; G4: PK; G5: NK

PDLKH kiiltiiriinden tayin edilen ALP diizeyleri Sekil 13°te gosterilmektedir.
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Sekil 13. PDLKH Kkiiltiirii i¢in ALP aktivite test sonuglarin karsilastirilmasi

89



PDLKH’de farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak amaciyla yapilan
Mann-Whitney U Test sonucunda ise; kompozit gruplarmin ALP diizeyi, PK
grubundan istatistiksel olarak ileri derecede anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(p<0.01), NK grubundan istatistiksel olarak ileri derecede anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p<0.01). Tetric EvoFlow grubunun ALP diizeyi, Tetric EvoCeram Bulk Fill
grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05), diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05)
(Tablo 13).

6.3.2. ALR boyama goriintiileri

On dort giinliik farklilasma deneyinin sonunda, ALR boyamasi yapilarak hiicre
kiiltiiriinde saptanan kalsifikasyon yogunlugu invert mikroskop yardimiyla

goriintiilendi ve bilgisayara kaydedildi.

DPKH’nin odontojenik farklilagtirllmasi sonucunda alinan goriintiilerde,
boyanma en fazla PK grubunda saptanirken, en az boyanma NK grubunda saptandi.

Kompozit gruplar arasinda benzer goriintii izlendi (Resim 26).

Tetric EvoCeram Tetric EvoCeram Bulk Fill Tetric EvoFlow

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Resim 26. ALR boyamasit sonucunda DPKH’den elde edilen invert mikroskop
goriintiileri (10x biiyiitme)
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PDLKH nin osteojenik farklilasmaya ugratilmasi sonucunda alinan goriintiilerde,
boyanma en fazla PK grubunda saptanirken, en az boyanma NK grubunda saptandi.

Kompozit gruplar1 arasinda benzer goriintii izlendi (Resim 27).

Tetric EvoCeram Tetric EvoCeram Bulk Fill Tetric EvoFlow

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Resim 27. ALR boyamasi sonucunda PDLKH’den elde edilen invert mikroskop
goriintiileri (10x biiyiitme)

6.3.3. Gercek Zamanh PZR sonuclari

Ger¢ek Zamanli PZR analizinde, odontojenik farklilasmaya ugratilan DPKH
kiiltiiriinden kollajen tip I, DSPP ve DMP1 varliginda sentez edilen DNA mikarlari;
osteojenik farklilagtirmaya ugratilan PDLKH kiiltiiriinden ise kollajen tip I, OK ve ON
varliginda sentez edilen DNA miktarlar1 saptanarak hiicrelerin gruplar arasi

farklilagma kapasiteleri degerlendirildi.
6.3.3.1. DPKH’nin Ger¢ek Zamanh PZR sonuclar1

DPKH’nin Ger¢ek Zamanli PZR analizinde, ¢alisma gruplarina ait hiicrelerden
sentezlenen kollajen Tip I, DSPP ve DMPI diizeyleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak ileri derecede anlaml farkliliklar saptandi (p<0.01) (Tablo 14).
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Tablo 14. DPKH grubunun Ger¢cek Zamanli PZR analizi sonuclarinin

degerlendirilmesi
Kollajen
DSPP/GAPDH DMP1/GAPDH
DPEH TipI/'GAFPDH
Ort+58 (Medyvan) Ort+SS (Medyan) Ort+55 (Medyan)
4.43440,196 0,002+0 0,013£0,003
Tetric EvoCeram
(4,445) (0,002) (0,013)
4.437+£0,299 0,001+£0 0,015£0.004
Tetric EvoCeram Bulk Fill
(4,305) (0,001) (0,017)
6,303+1 405 0,007+0,005 0,037=0,008
Tetric EvoFlow
(6,524) (0,007) (0,038)
PK 9.869+0,257 0,14+0,01 0,061£0.007
(9.817) (0,141) (0,061)
NK 7.565+0,933 0,003+0,002 0,010,002
) (7.479) (0,003) (0.01)
P 0,004** 0,017* 0,006%*
Eruskall-Wallis Test g0 0 <003

DPKH Kkiiltiiriinden gruplar arasi tayin edilen kollajen tip I diizeyleri Sekil 14’te

gosterilmektedir.
Kollajen Tip I/GAPDH
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Tetric Tetric Tetric EvoFlow
EvoCeram EwvoCeram Bulk
Fill

Sekil 14. DPKH kiiltiiriinden tayin edilen Kollajen tip [ diizeylerinin
karsilastirilmasi
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Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan Mann-
Whitney U Test sonucunda; DPKH kiiltiiriinden tayin edilen kollajen tip I diizeyleri
incelendiginde, PK grubunun kollajen tip I diizeyi, biitiin gruplardan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram ve Tetric
EvoCeram Bulk Fill gruplarmin kollajen tip I diizeyi, NK grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoFlow grubunun kollajen
tip I diizeyi, Tetric EvoCeram grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0.05) (Tablo 15).

Tablo 15. DPKH’ye ait Ger¢ek Zamanli PZR analiz sonug¢larinin gruplar arasi
ikili karsilagtirmasi

Kollajen
Tip/GAPDH DSPP/GAPDH DMPL/GAPDH
P P P
Gl1-G2 1,000 0,049*% 0,386
G1-G3 0,034* 0,048* 0,034%
G1-G4 0,021* 0,034* 0,021*
Gl1-GS5 0,021* 0,513 0,149
G2-G3 0,077 0,049*% 0,034%
G2-G4 0,021* 0,034* 0,021*
G2-G5 0,021* 0,513 0,149
G3-G4 0,034* 0,034* 0,034%
G3-GS5 0,157 0,275 0,034%
G4-G5 0,021* 0,034* 0,021*
Mann Whitney U Test * p<0.03

G1: Tetric EvoCeram; G2: Tetric EvoCeram Bulk Fill; G3: Tetric EvoFlow; G4: PK; G5: NK
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DPKH kiiltiiriinden gruplar arasi tayin edilen DSPP diizeyleri Sekil 15°te

gosterilmektedir.

DSPP/GAPDH

0,16
0,14
012

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Bagil mRNA sentezi

Tetric Tetric Tetric Eva Flow PE ME

EvoCeram  EwvoCeram Bulk
Fill

Sekil 15. DPKH kiiltiiriinden tayin edilen DSPP diizeylerinin karsilastirilmasi

DPKH kiiltiirtinden tayin edilen DSPP diizeyleri agisindan farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Test
sonucunda; biitiin gruplarin DSPP diizeyi PK grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoFlow grubunun DSPP diizeyi, Tetric
EvoCeram ve Tetric EvoCeram Bulk Fill gruplarindan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulunsa da (p<0.05), kompozit gruplar1 ile NK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 15).
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DPKH kiiltiiriinden gruplar arasi tayin edilen DMP1 diizeyleri Sekil 16’da

gosterilmektedir.

DMP1/GAPDH

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

Bagil mRNA sentezi

Tetric Tetric Tetric EvoFlow PK ME
EvoCeram  EvoCeram Bulk
Fill

Sekil 16. DPKH kiiltiiriinden tayin edilen DMP1 diizeylerinin karsilastiriimasi

DPKH kiiltiiriinden tayin edilen DMP1 diizeyleri agisindan farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigint saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Test
sonucunda; tiim gruplarin DMP1 diizeyi PK grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Tetric EvoFlow grubunun DMP1 diizeyi Tetric
EvoCeram, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve NK gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05) (Tablo 15).
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6.3.3.2. PDLKH’nin Gercek Zamanh PZR sonuclari

PDLKH’nin Ger¢ek Zamanli PZR analizinde, ¢alisma gruplarina ait hiicrelerden

sentezlenen kollajen tip I diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik bulunmazken (p>0.05); OK ve ON diizeyleri agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (p<0.05) (Tablo 16).

Tablo 16. PDLKH grubunun Ger¢ek Zamanli PZR analizi sonuglarinin

degerlendirilmesi
Kollajen
OK/GAPDH ON/GAPDH
PDLEKH Tipl/GAPDH
Ort£SS (Medyan) Ortx55 (Medyan) Ort=S5 (Medyan)
2.448+1.024 0,002+0.001 0,638+0.225
Tetric EvoCeram
(2,407 {0,002) {0.676)
3.943+0.830 0,002=0 0,773x0,137
Tetric EvoCeram Bulk Fill
{3.772) {0,002) {0,712)
4.089+1 406 0,003+0.001 0,03=0,207
Tetric EvoFlow
{4.185) {0,003) {0,931)
44410018
PK 0,005=0 (0,0035) 0,790=0.01 (0,791)
{4.452)
NK 2720112 0,001=0 0.363x0,052
(2.666) {0,001) {0,337
] 0,114 0,013+ 0,040+

Eruskall-Wallis Test

*p 03
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PDLKH kiiltiiriinden gruplar aras1 tayin edilen kollajen tip I diizeyleri Sekil 17°de

gosterilmektedir.

Kollajen Tip I/GAPDH

Bagil mRNA sentezi

Tetric Tetric Tetric EvoFlow PE
EvoCeram EvoCeram Bulk
Fill

Sekil 17. PDLKH Kkiiltiiriinden tayin edilen Kollajen tip I diizeylerinin
karsilastirilmasi

PDLKH Kkiiltiiriinden gruplar aras1 tayin edilen OK diizeyleri Sekil 18’de

gosterilmektedir.
0,006
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Q
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5 X
w2
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Tetric Tetric Tetric PE ME
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Sekil 18. PDLKH kiiltiiriinden tayin edilen OK diizeylerinin karsilastirilmasi
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PDLKH kiiltiiriinden tayin edilen OK diizeyleri agisindan farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Test
sonucunda; biitiin gruplarin OK diizeyi NK grubundan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). Tetric EvoCeram ve Tetric EvoCeram Bulk Fill
gruplariin OK diizeyi PK grubundan anlamli sekilde diisiik bulunurken (p<0.05),
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05)

(Tablo 17).

Tablo 17. PDLKH’ye ait Ger¢ek Zamanli PZR analiz sonuglarinin gruplar arasi
ikili karsilagtirmasi

Kollajen OK /GAPDH ON/GAPDH
Tipl/GAPDH
P P P
G1-G2 0.127 0.564 0.386
G1-G3 0.127 0,643 0.289
G1-G4 0.065 0,034* 0.289
G1-G5 0.513 0,021* 0.248
G2-G3 0.827 0.643 0.724
G2-G4 0.507 0,034* 0.289
G2-G5 0.055 0,021* 0,021*
G3-G4 0.507 0.083 0.513
G3-G5 0.513 0,044* 0,034*
G4-G5 0.064 0,034* 0,034*
Mann Whitney U Test *p=0.05

G1: Tetric EvoCeram; G2: Tetric EvoCeram Bulk Fill; G3: Tetric EvoFlow; G4: PK; G5: NK
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PDLKH kiiltiirlinden gruplar aras1 tayin edilen ON diizeyleri Sekil 18’de

gosterilmektedir.
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Fill

Sekil 19. PDLKH kiiltiiriinden tayin edilen ON diizeylerinin karsilastiriimasi

PDLKH kiiltiiriinden tayin edilen ON diizeyleri agisindan farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan Mann-Whitney U Test
sonucunda; PK, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric EvoFlow gruplarinin ON diizeyi,
NK grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.05), diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05)

(Tablo 17).

99



7. TARTISMA VE SONUC

7.1.  Gerec ve Yontemin Tartismasi

Yeterli estetik, fiziksel ve adeziv 6zellikleri nedeniyle rezin esasli kompozitlerin
kullanimi giintimiizde 6n plana ¢ikmistir. Ancak kompozitlerin sitotoksik, genotoksik,
mutojenik, dstrojenik etkileri hakkinda duyulan siiphe nedeniyle glincel ¢aligmalarin
biyouyumluluk konusu iizerine yogunlastig1 dikkat ¢ekmektedir. Ideal bir restoratif
materyalin uygun mekanik ve fiziksel Ozelliklere sahip olmasinin yani sira, bu
materyallerin temasta oldugu ¢evre dokularla biyouyumlu olmasi gerekliligi goz ardi
edilmemelidir (Murray ve Smith, 2002). Bu nedenle genis kullanim alanina sahip,
piyasaya yeni slrilmiis kompozitlerin ve diger dental materyallerin fiziksel
Ozelliklerinin yaninda mutlaka biyouyumluluk ac¢isindan sorgulanmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (Schmalz 1998; Geurtsen 2000).

Giincel kompozit dolgu materyallerinin  g¢evre dokular tizerindeki
biyouyumlulugunu degerlendirmek amaciyla gerceklestirdigimiz ¢alismamizda,
monomer igerigi benzer olan ancak farkli kullanim alanma sahip kompozit dolgu
materyallerinin pulpa ve PDL dokulari iizerine olan etkilerinin in vitro ortamda test
edilmesi amagclandi. Bunun i¢in c¢alismamizda, Cocuk Dis Hekimligi’nde genis
kullanim alan1 olan nanohibrit yapidaki universal, bulk fill ve akiskan olmak tizere ti¢

farkl: tipteki kompozit dolgu materyali tercih edildi.

7.1.1. Kompozit 6rneklerinin hazirlanmasi

Rezin esasli kompozit dolgu materyalleri ile ilgili yapilan toksisite ¢aligmalarinda,
gruplar arast farkliliklarin saglikli bir sekilde degerlendirilebilmesi igin standart
boyutlarda orneklerin hazirlanmasi 6nemlidir. Bu amagla ¢esitli boyut ve hacimlerde
farkli malzemelerden hazirlanmis standart kaliplar kullanilir. Arastiricilar, plastik ve
cam esasli kaliplarin kompozitlerden salinan maddelerin 6l¢iim sonuglarini olumsuz

etkileyebilecegini ifade etmislerdir (Ferracane, 1994; Hamid ve Hume, 1997b).

Ergiin ve ark. (2011) farkli yapidaki kompozit materyallerinin toksik etkilerini

inceledikleri calismalarinda, Ornek hazirlanmasinda 6 mm ¢apinda, 2 mm

100



yiiksekliginde politetrafloroetilen kalip kullanirken; Franz ve ark. (2003) polietilen
kalip; Aranha ve ark. (2010) paslanmaz gelik materyali kullanmistir. Giiven ve ark.
(2013) ise rezin esasl endodontik materyallerin sitotoksik etkilerini degerlendirdikleri
calismada teflon kalip (4mm x 3mm) tercih etmistir. Benzer olarak Wataha ve ark.
(2003) ile Shafiei ve ark. (2014), kompozit materyallerinin toksik etkilerini

inceledikleri calismalarda, 6rnek hazirlanmasi i¢in teflon kalip kullanmiglardir.

Wataha ve ark. (2003) ile Shafiei ve ark. (2014)’na benzer sekilde, calismamizda,
kompozit Orneklerinin belli bir standartta olusturulmasi amaciyla teflon kalip
kullanildi. Materyal yiizeyi ile kiiltiir besiyeri hacmi arasindaki oranin ISO
standartlarina (Gorduysus ve ark., 2007) uymasi dikkate alinarak, teflon kalip tizerinde

2 mm yliksekliginde, 5 mm ¢apinda silindirik bosluklar hazirlandi.

Kompozit dolgu materyallerinden dakikalar iginde meydana gelen monomer
salimiminin biiyiik kismi yilizeydeki oksijen inhibisyon tabakasi ile iligkilendirilmis
(Soderholm ve Mariotti, 1999) ve salinan miktarin zaman i¢inde azaldigi bildirilmistir
(Ferracane 1994, Gerzina ve Hume 1994, Olea ve ark 1996, S6derholm ve Mariotti
1999). Restoratif islemler sirasinda bu tabakanin uzaklastirilmasi i¢in dolgu yapimini
takiben cilalama islemi Onerilir. Calismamizin 6rnek hazirlama asamasinda, in vivo
ortami taklit edebilmek amaciyla, oksijen inhibisyon tabakasinin engellenmesi igin
Franz ve ark. (2003), Ergiin ve ark. (2011) ile Shafiei ve ark. (2014)’nin yaptiklari
toksisite ¢aligmalarina benzer sekilde, polimerizasyondan 6nce materyallerin yiizeyi
seffaf matriks bandi ile kaplandi. Ayrica hazirlanan Orneklerde hava kabarcigi
kalmamasi i¢in teflon plaka iki cam tabla arasinda konumlandirilarak polimerizasyon

asamasina gecildi.

Dis hekimliginde goriiniir 151k ile aktive olan kompozitlerin gelistirilmesiyle
birlikte kuartz halojen 151k kaynaklarinin kullanimi miimkiin hale gelmistir. Halojen
cthazlardan sonra kompozitlerin polimerizasyonu i¢in LED, argon lazer ve plazma ark
lambalari tiretilmistir. Argon lazerler yliksek yogunlukta 151k {ireterek daha kisa siirede
ve daha derin mesafede polimerizasyon saglar. Bu nedenle argon lazerler ilk bakista
cok avantajli goriinse de, kisa silirede polimerizasyon saglamasi nedeniyle dis ile
kompozit arasindaki baglantida sorun yaratmasi ve maliyetinin yiiksek olmasi gibi

dezavantajlara sahiptir. Plazma ark cihazlari, argon lazere benzer yogunlukta 151k
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tiretirken, ayn1 zamanda daha ekonomik cihazlardir. Ancak, bu cihazlarin sagladig
yiiksek polimerizasyon hizi, argon lazerlerde oldugu gibi fazla biiziilme stresine neden
olur. LED cihazlar1 ise verimli olmalarinin yani sira, kiigiik sarj aparati1 sayesinde
mobil olarak kullanilabilirler. Dalga boyu araligi dar (460-480 nm) olan LED cihazlar
giiniimiizde kliniklerde siklikla kullanilmaktadir (van Noort, 2013).

Calismamizda, Cao ve ark. (2005) ile Bakopoulou ve ark. (2006)’nin ¢alismasina
benzer sekilde, kompozit dolgu materyallerinin polimerizasyonu icin kliniklerde

siklikla kullanilmakta olan, yeterli giic ve dalga boyuna sahip LED 1sik cihazi
kullanildi.

Kompozitlerin polimerizasyonu sirasinda, 1s1g1in dalga boyu, giicti gibi faktorlerin
yant sira, 15181n uygulanma sekli ve uygulanma siiresi de polimerizasyon derinliginin
saglanmasinda onemli faktor olarak kabul edilir. Ergiin ve ark. (2011), yapmis
olduklar1 toksisite ¢alismasinin sonucunda, 151k cihazinin ucu ile kompozit materyali
arasindaki mesafenin miimkiin oldugunca az olmasi gerektigini, bu mesafenin

biyouyumluluk {izerinde etkili oldugunu belirtmislerdir.

Bu nedenle ¢alismamizda, 1s1k cihazinin ucu materyale dik ve 1 mm mesafede
olacak sekilde konumlandirildi. Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda, yiiksek 151k
giicline sahip LED 151k kaynaginin 10 saniye boyunca uygulanmasiyla polimerizasyon
asamasi tamamlandi. Materyallere aymi giicte 151k uygulanabilmesi i¢in, calisma

boyunca 151k cihazinin giicii kontrol edildi.

7.1.2. Hicre kiiltiri

Dental bir materyalin lokal toksik etkilerinin saptanmasinda en temel ve siklikla
tercih edilen yontem hiicre kiiltiirii ile uygulanan in vitro test yontemleridir (Schmalz,
2009). In vitro biyouyumluluk testleri ile, materyallerin canli dokular {izerindeki
biyolojik etkileri laboratuvar ortaminda belirlenir (Hanks ve ark., 1996). Son yillarda
rezin esash dental materyallerin biyouyumlulugunun test edilmesi amaciyla hiicre
kiiltiiri calismalarina agirlik verildigi goriilmektedir (Darmani ve ark., 2007;
Bakopoulou ve ark., 2011b; Galler ve ark., 2011; Rodriguez-Lozano ve ark., 2013).

Hiicre kiiltiirli ¢alismalariin hizli, basit ve tekrarlanabilir olmasinin yaninda, in vitro
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ortamda deneye etki eden faktorlerin kolayca kontrol edilebilir olmas1 avantaj saglar
(Wataha, 2001; Cao ve ark., 2005). Bu nedenle calismamizda, kompozit dolgu
materyallerinin insan pulpa ve PDL dokularina olan lokal toksik etkileri ve bu

dokularin tamir fonksiyonuna olan etkilerinin in vitro yontemle incelendi.

Yapilan in vitro sitotoksisite caligmalari incelendiginde, kullanilan test
materyellerinin hiicreler iizerindeki etkisinin anlagilmasinda, materyalin hiicrelerle
temasta bulundugu direkt kontakt testleri (Schedle ve ark., 1998), materyal ile hiicreler
arasinda agar tabakasi, milipor filtre veya dis dentin dokusu gibi bir bariyerin
bulundugu indirekt kontakt testleri (Sjogren ve ark., 2000) ve hiicrelerin kompozit
materyalinden salinan bilesenlere maruz birakildig1 ekstrakt testleri (Bakopoulou ve

ark., 2006; Ergiin ve ark., 2011) gibi yontemlerin kullanildigin1 gérmekteyiz.

Ozellikle derin kavitelerde uygulanan restoratif materyallerden salman
komponentlerin dentinden difiizyon yolu ile pulpa dokusuna ulastigi ve pulpa
dokusunun rejeneratif 6zelligini etkiledigi, ayrica periodontal alanla iliskili olarak dis
etinde de cekilmeye neden olabilecegi bildirilmistir (Bakopoulou ve ark., 2011b;
Bakopoulou ve ark., 2012; Rodriguez-Lozano ve ark., 2013). Klinik kosullar goz
Online alindiginda, derin kaviteye kompozit dolgu materyalinin uygulanmasi
durumunda, materyalin pulpa dokusu iizerinde yaratacagi toksik etkilere kars1 dentin

dokusunun bir bariyer gérevi gordiigii bilinmektedir.

Giiven ve ark. (2013), endodontik materyallerin sitotoksik etkilerini arastirdiklar
calismalarinda, 0,4 um’lik porlardan olusan bariyer sistemini kullanarak materyallerin
hiicre kiiltiirii tizerine olan etkisini degerlendirmislerdir. Buna benzer olarak, kompozit
dolgu materyallerinin ¢evre dokularda meydana getirdigi etkileri test ettigimiz
caligmamizda, in vivo ortami taklit etmek amaciyla hiicre ile materyal arasinda bir
bariyer olarak milipor filtre sistemi kullanildi. Bu yontemle, hiicreler ile 6rnekler ayn1
besiyeri ortaminda tutularak bariyer gérevi goren filtre sisteminden ortama salinan

bilesenlerin belirli siireler sonunda hiicreler iizerine olan etkileri degerlendirildi.

Kullandigimiz yontem ekstrakt yontemine benzerlik gostermekle birlikte, ekstrakt
yonteminde 6rneklerin ayr1 bir besiyerinde belirli siire boyunca bekletilmesiyle elde

edilen ekstraktin hiicrelere olan etkisi (genellikle kiimiilatif etki) incelenmekteyken;
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calismamizda, kompozit materyalinden ortama salinan bilesenlerin dokular tarafindan
uzaklastirilmasi esasi dikkate alindi. Hazirlanan 6rneklerin hiicrelerle ayni ortamda
bekletilmesi ile, bu bilesenlerin hiicreler tizerindeki es zamanli etKilerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Materyallerin etkilerini test etmek amaciyla son
donemde yapilan kok hiicre calismalari daha c¢ok kompozitlerin icerigindeki
monomerlerin direkt etkisini degerlendirirken (Bakopoulou ve ark., 2011b;
Bakopoulou ve ark., 2012); ¢alismamizda ise monomerlerin etkisinin yani sira,
kompozitlerin polimerizasyonundan sonra ortama salmman tiim bilesenlerin kok

hiicreler tizerindeki etkisi incelendi.
7.1.3. Hiicre kiiltiiriinde kok hiicre kullanilmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda biyouyumlulugun belirlenmesinde kullanilan test
yontemlerinin yani sira, materyallerin etkisinin incelendigi hiicre tiirii de 6dnemlidir.
Literatiirde dental materyallerin sitotoksik etkilerinin incelendigi ¢alismalarda
kolaylikla biiyiitiilebilir, iyi bilinir ve dayanikli olmalar1 nedeniyle fare fibroblastlari
(L-929, 3T3), insan epitel hiicreleri (HeLa), insan dis eti veya pulpa fibroblast

hiicrelerinin kullaniminin agirlikta oldugu goriilmektedir (Schmalz, 2009).

Yapilan biyouyumluluk c¢alismalarinda, Cao ve ark. (2005) ile Ergiin ve ark.
(2011), L-929 kiiltiirtinii kullanirken; Imaizumi ve ark. (2006), fare disi pulpa hiicresini
kullanmiglardir. Reichl ve ark. (2006) ile Zhou ve ark. (2013), monomerlerin toksik
etkilerini insan dis eti fibroblast hiicreleri {izerinde test ederken; Gorduysus ve ark.
(2007) PDL fibroblast hiicresi lizerinde degerlendirme yapmistir. About ve ark. (2002),
Schweikl ve ark. (2005) ile Kwon ve ark. (2015) ise, rezin monomerlerin olas1 toksik
etkilerini ve pulpa dokusunun tamir fonksiyonuna etkisini degerlendirmek amaciyla
insan dis pulpa hiicrelerini kullanmislardir. Ancak, hiicre kiiltiirii caligmalari sirasinda
enflamatuar ve diger koruyucu mekanizmalarin etkisi devre dis1 kaldigindan, yapilan
degerlendirmelerin tam anlamiyla in vivo ortami yansitamamasi dnemli bir dezavantaj

olarak kabul edilir (Schmalz, 1997).

Ag1z ortaminda, restoratif materyallerin derin kavitelere uygulanmasi sonucu, bu
materyallerden salinan bilesenlerin pulpa ve periodontal doku gibi ¢evre dokularda

cesitli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, restoratif materyalin etkisi altinda,
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pulpa ve periodontal alandaki hiicrelerin canliliginin1 devam ettirmesiyle birlikte, bu
dokularin rejenerasyon / yenilenme kapasitelerini devam ettirerek, tamir

mekanizmalarinin aktif olmasi 6nemli bir konudur.

Kok hiicrelerin kendilerini yenileyebilme, kendilerinden baska hiicrelere
farklilagabilme ve hasarli dokuyu tamir edebilme 6zelliklerine bagli olarak, insan
pulpa ve PDL dokularinda yer alan prekiirsor / kok hiicrelerin aktif olmasi durumunda
dentin-pulpa kompleksi ve sement-periost kompleksinin rejenere olabilecegi
bildirilmistir (Seo ve ark., 2004; Casagrande ve ark., 2006; He ve ark., 2008; Kawazoe
ve ark., 2008).

Insan dis dokularindan MKH nin elde edilme prosediirii kolay ve etkin bir yontem
olarak kabul edilir. Ayrica, bireylerin tedavi amaciyla ¢ekilmis olan dislerinden elde
edilmesinden dolayi, in vitro ¢aligsmalarda kullaniminda herhangi bir etik sinirlama
bulunmamaktadir (Yalvag ve ark., 2009). Bu nedenlerle, dental materyallerin iliskide
oldugu ¢evre dokular lizerindeki etkilerini in vivo ’ya benzer sartlar altinda test etmek
amactyla son donemde yapilan in vitro biyouyumluluk c¢alismalarinda, insan dis

dokusundan elde edilen ¢esitli tipteki kok hiicrelerin kullanildig: goriilmektedir.

Rezin igerigindeki saf monomerlerin sitotoksik etkileri ve hiicrelerin yenilenme
kapasitesine olan etkilerini degerlendirmek amaciyla, Bakopolou ve ark. (2011b;
2012), insan siit disi pulpasindan elde edilen kok hiicreleri ve insan disinden elde
edilen apikal papilla kok hiicrelerini kullanirken; Trubiani ve ark. (2010),
calismalarinda DPKH ni kullanmistir. Shafiei ve ark. (2014), iki farkli kompozit dolgu
materyalinin DPKH ve pulpa fibroblast hiicreleri {izerindeki toksik etkilerini
incelerken; Rodriguez-Lozano ve ark. (2013) ise kompozit dolgu materyallerinin

DPKH ve PDLKH iizerindeki toksik etkilerini degerlendirmistir.

Bu bilgiler 15181inda, kompozit dolgu materyallerinin pulpa ve PDL dokulari
tizerine olan toksik etkilerinin yam1 sira, bu dokularin yenilenme / tamir
mekanizmasina olan etkilerini de degerlendirdigimiz ¢alismamizda, Trubiani ve ark.
(2010), Rodriguez-Lozano ve ark. (2013) ile Shafiei ve ark. (2014)’nin ¢alismalarina
benzer sekilde, in vitro ortamda doku cevabini en iyi taklit edebilecek hiicre tipi olan

kok hucrelerin kullanimi tercih edildi.
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Rodriguez-Lozano ve ark. (2013), kompozit dolgu materyallerinin DPKH ve
PDLKH iizerindeki toksik etkilerini degerlendirirken; arastirmamizda, toksik etkilerin
yan1 sira, kompozit dolgu materyallerinin bu hiicrelerin farklilasma kapasitesine olan

etkileri de degerlendirildi.
7.1.4. Kok hiicrelerin yirmi yas dislerinden elde edilmesi

Dis pulpast ve PDL dokusundan elde edilen kok hiicreler, yliksek ¢ogalma,
yenilenme, farklilasma kapasitesine sahip, siirme sonrasi donemde yok olmayan
multipotent 6zellikteki mezenkimal kok hiicrelerdir (Gronthos ve ark., 2000; Atalayin
ve ark., 2012). Baslica pulpa ve PDL kok hiicre kaynaklari ortodontik veya periodontal
tedavi nedeniyle ¢ekilen disler, fazla disler, ¢cekilmis siit disleri ve ¢ekim endikasyonu
bulunan yirmi yas disleridir (Atalayin ve ark., 2012). Yirmi yas dislerinin son gelisen
disler olmas1 nedeniyle, gelisimi daha ileri evrede olan dislere gore hiicre agisindan
zengin ve bu dislerden elde edilen hiicrelerin ¢ogalmaya daha yatkin oldugu

bildirilmistir (Graziano ve ark., 2008).

Buna bagli olarak, dis dokularindan elde edilen farkli tipte kok hiicreler {izerine
yapilan calismalar incelendiginde, kok hiicrelerin daha ¢ok gen¢ yas grubuna ait
¢ekilmis yirmi yas dislerinden elde edildigi goriilmektedir. Bakopoulou ve ark.
(2011a), DPKH ve apikal papilla kok hiicrelerinin odontojenik/osteojenik
farklilasmasin1 degerlendirdikleri c¢alismada, 16-18 yas araligindaki bireylerin
cekilmis yirmi yas dislerinden elde edilen hiicreleri kullanmis ve osteodentin
olusumunu izlemislerdir. Zhang ve ark. (2006), yirmi yas disinden elde ettikleri kok
hiicrelerin farkli hiicre tiplerine doniisebildigini ve bu nedenle multipotent kok hiicre
kaynag1 olarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir. Stizergéz ve ark. (2009) da
yaptiklar1 pilot calismada, ¢ekilmis yirmi yas disinden elde ettikleri pulpa hiicrelerini

kullanmiglardir.

Trubiani ve ark. (2010), yaptiklari sitotoksisite c¢aligmasinda kullandiklar
DPKH’ni herhangi bir sistemik rahatsizlig1 olmayan 14-16 yas arasindaki hastalarin
ortodontik nedenle ¢ekilen dislerinden izole etmislerdir. Giiven ve ark. (2013),
endodontik materyallerin DPKH {izerine etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda,

geng¢ hastalardan ¢ekilen heniiz kok gelisimini tamamlamamis yirmi yas dislerini;
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Kadar ve ark. (2009), DPKH ve PDLKH nin izolasyonu i¢in 18-26 yas araligindaki

kisilerin ¢ekilmis yirmi yas dislerini kullanmiglardir.

Calismamizda, Bakopoulou ve ark. (2011a)’nin ¢caligmasina benzer sekilde, hiicre
kiltlirii icin gerekli olan pulpa ve PDL dokular1 16-18 yas araligindaki hastalarin
¢ekilmis yirmi yas dislerinden elde edildi. Uygun kosullar altinda, ¢ekilmis dislerin
pulpa dokusundan DPKH, kok yiizeyinden ise PDLKH nin izolasyonu daha 6nce
literatiirde belirtilen sekilde gergeklestirildi (Yalvag ve ark., 2010).

Hiicre kiiltiiriinii pasajlama isleminde, 2-3 giinde bir kiiltiir besiyeri degistirilerek
kiiltiir kabina yapismayan hiicreler uzaklastirilir. Pasajlama islemi istenilen sayiya
kadar devam ettirilir. Ancak, pasaj sayisinin artmasiyla birlikte fazla manipule edilmis
hiicrelerde stres belirtilerinin ortaya ¢iktigit ve bu nedenle hiicrelerin in vivo
durumundan sapmalara yol agabilecegi bilinmektedir. Ilerleyen pasajlarda sitogenetik
bozukluk, tutunmada azalma gibi durumlar goriilebildiginden, tigten fazla pasajlama
onerilmemektedir (Rastegar ve ark., 2010). Bu nedenle ¢alismamizda ii¢iincii pasaja

getirilen hiicre kiilttirleri kullanildi.

7.1.5. DPKH ve PDLKH’nin akim sitometri analizlerinin yapilmasi

MKH, elde edildikleri dokulardan bagimsiz olarak plastik kiiltiir kaplarina
yapisabilme, fibroblast benzeri morfoloji gdsterme, ¢ok yonlii farklilasma ve hiicre
yiizeyi tarafindan lretilen bazi spesifik belirtecleri (%95°ten fazla oranda CD105,
CD73, CD90 yiizey antijen belirtecleri) tasimalar1 gibi ortak 6zellikleri vardir. Bu
hiicreler, genellikle sahip olduklar1 spesifik yiizey antijenleri sayesinde veya
farklilasmis olduklar olgun hiicre tipleri ile karakterize edilirler. Hiicre yiizey antijeni
tayini yontemi, kok hiicrelerin hizli bir sekilde karakterize edilmesine veya
tanimlanmasina olanak tanir. Bu da akim sitometri analiziyle gerceklestirilir. Kemik
iligi, kas, kikirdak, yag hiicresi ve dis dokularindan elde edilen hiicrelerin, MKH ile
ayn1 yiizey antijenlerini tasidigr bildirilmistir (Gronthos ve ark., 2000; Seo ve ark.,
2004).
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Yapilan kok hiicre caligmalarinda, hiicrelerin karakterizasyon islemi i¢in akim
sitometri analizlerinin yapildig1 goriilmektedir (Karadz ve ark., 2010; Tash ve ark.,
2013). Benzer sekilde, Wei ve ark. (2007), Kadar ve ark. (2009), Yalvag ve ark. (2010),
Bakopoulou ve ark. (2011a), Ozbay (2013) ve Kulan (2015)’mn kullandiklar1 kok hiicre
tiplerinin  farklilasma kapasitesini  degerlendirdikleri  c¢aligmalarinda, hiicre

karakterizayonu i¢in akim sitometri analizinden faydalanmislardir.

Biz de c¢alismamizda, DPKH ve PDLKH’nin karakterizasyonu igin, akim
sitometri analizlerinden faydalanarak kiiltiire edilen hiicrelerden spesifik ylizey

antijenlerinin tespitini gerceklestirdik.

7.1.6. Hiicre toksisite deneyi

Dental materyallerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde farkli yontemler
mevcuttur. Hiicre sayist ve canliliginin degerlendirildigi sitotoksisite testleri
biyouyumluluk aragtirmalarinda en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir. Bu amagla,
hiicre canliligiin 6nemli gostergelerinden olan mitokondriyal enzimlerin aktivitesini
renk degisim reaksiyonu ile gosteren kolorimetrik testler siklikla kullanilir (Keiser ve
ark., 2000; Bakopoulou ve ark., 2011b). Bu testlerin ilk jenerasyonu olan MTT testi,
diger sitotoksisite test yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir sonuglar verir
(Gtiven ve ark., 2011). MTS testi, suda ¢oziinebilir oldugundan ikinci bir agsamaya
thtiya¢c duymaz ve MTT’ye kiyasla uygulamasi daha kolaydir. Ayrica metabolize
edildiginde, hiicreler lizerinde herhangi bir toksik etki yaratmaz (Galluzzi ve ark
2009).

Yapmis olduklari sitotoksisite ¢alismalarinda Ratanasathien ve ark (1995), Keiser
ve ark. (2000), Cao ve ark. (2005), Gorduysus ve ark. (2007), Wataha ve ark. (2003)
ile Ergiin ve ark. (2011), hiicre canliliginin degerlendirilmesi amaciyla MTT test
yontemini tercih ederken; Giiven ve ark. (2013), Ozbay (2013), Kulan (2015) ile
Zhang ve ark. (2015) yapmis olduklar sitotoksisite ¢alismalarinda hiicre canliliginin
degerlendirilmesi amaciyla MTS test yontemini kullanmislardir. Benzer sekilde,
calismamizda kompozit dolgu materyallerinin DPKH ve PDLKH iizerine olan toksik
etkilerinin test edilmesi asamasinda hiicre canlili§ini saptanmasi1 amaciyla giivenilir ve

tekrarlanabilir sonuclar vermesi nedeniyle MTS testi kullanildi.
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Kompozit yapisinda kalan artik monomer saliniminin, polimerizasyondan hemen
sonraki giinlerde yiiksek, daha sonraki donemde ise diisiik konsantrasyonda
gerceklesebilecegi ortaya konmustur (Geurtsen, 1998). Buna bagh olarak kompozit
dolgu materyallerinin sitotoksik etkilerinin zamana bagli degisim gosterdigi
bilinmektedir. Bu nedenle polimerizasyondan sonraki farkli zamanlarda

degerlendirme yapilmast 6nemlidir.

Bu amagla, sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde, hiicre kiiltiirti ile farkl
stirelerde kompozit materyallerinin veya ekstraklarinin inkiibe edilmesi yontemi
kullanilmaktadir. Shafiei ve ark. (2014), iki farkli kompozit materyalinin DPKH
tizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada, 1, 7 ve 14. giinler igin toksisite
degerlendirmesi yapmislardir. Trubiani ve ark. (2010), DPKH’nin 1, 2 ve 3 giin
boyunca dort farkli rezin esasli adeziv materyaline maruz birakilmalari sonucu hiicre
canlilik oranlarin1 degerlendirmislerdir. Giiven ve ark (2013), endodontik
materyallerin kok hiicre lizerine toksik etkilerini incelemek amaciyla hiicre canliligini
1, 3, 7 ve 14. giinde degerlendirirken; Sepet ve ark. (2009) 1, 2 ve 7. giinde; Zhou ve
ark. (2013) ise, 1, 3 ve 7. giinde degerlendirme yapmistir. Benzer sekilde Bakopoulou
ve ark. (2006), yaptiklari calismada 1, 3, 7 ve 14 giinliik hazirlanan ekstraktlari hiicre

canliliginin degerlendirilmesinde kullanmiglardir.

Calismamizda, Giiven ve ark (2013) ile Bakopoulou ve ark. (2006)’na benzer
sekilde, hazirlanan kompozit 6rneklerinin DPKH ve PDLKH’nin canliligima olan
etkisi MTS testi yardimiyla 1, 3, 7 ve 14. giinlerde degerlendirildi. Buna ek olarak, 10.
giin i¢in de degerlendime yapildi.

7.1.7. Odontojenik ve osteojenik farklllasma deneyleri

Yapilan ¢alismalarla DK-MKH’nin, yiiksek ¢cogalma ve farklilasma kapasitesine
sahip oldugu; DPKH’nin odontoblastlara farklilagarak dentin-pulpa kompleksini
olusturdugu gosterilmistir (Gronthos ve ark., 2000; Gronthos ve ark., 2002; Yu ve ark.,
2007). Son donemde yapilan kok hiicre c¢alismalarinda karakterizasyonu yapilan
PDLKH nin ise osteojenik olarak farklilasabildigi bildirilmistir (Kadar ve ark., 2009;
Tang ve ark., 2014; Acil ve ark., 2015).
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DPKH ve PDLKH’ nin farklilagma kapasitesi, dis dokularinda meydana gelen
hasarlarin tamir mekanizmasinda Onemlidir. Dentin-pulpa kompleksi ve sement-
periost kompleksinin bu hiicreler vasitasiyla rejenere olabilecegi bildirilmistir (Seo ve

ark., 2004; Casagrande ve ark., 2006; He ve ark., 2008; Kawazoe ve ark., 2008).

Rezin monomerlerin odontoblast hiicre farklilasmasina olan etkisi dikkate
alindiginda, derin kavitelere kompozit dolgu materyali uygulamasinin tamir dentini
olusumu tizerine etkisi siiphe uyandirmaktadir (Bakopoulou ve ark., 2011b). Dentin
kalinliginin 1 mm’den az oldugu durumda monomerlerin pulpaya gegisinin arttigi
bilinmektedir. Bu nedenle kompozit materyallerinin derin kavitelere uygulanmasi
durumunda pulpa ve PDL dokularmin rejeneratif 6zelliginin korunabilmesi igin

materyallerin dokular {izerindeki etkilerinin bilinmesi 6nemlidir.

Calismamizda, kompozit dolgu materyallerinin pulpa ve PDL dokularinin tamir
mekanizmas1 tizerine etkilerini test etmek amaciyla, DPKH’nin odontojenik,
PDLKH’nin osteojenik farklilagsmasi stimule edilerek deney sonunda gruplar arasi

farkliliklar degerlendirildi.

Yapilan in vitro calismalarda, kok hiicrelerin ¢esitli kimyasal ve biiyiime
faktorlerinin etkisi altinda farklilagtigi gosterilmistir. Trubiani ve ark. (2010)
calismalarinda, kiltiir besiyerine deksametazon, askorbik asit ve B-gliserofosfat
ekleyerek olusturduklari osteojenik besiyerini kullanmis ve 4 hafta sonunda hiicrelerin
farklilagtigini gostermislerdir. Deksametazon, hiicre biiyiimesini ve kalsiyum fosfat
birikimini  uyarirken;  askorbik  asit, kollajen  matriks iiretiminde ve
mineralizasyonunda; B-gliserofosfat da kalsiyum fosfat birikiminde &nemli rol
oynamaktadir (Coelho ve Fernandes, 2000). Feng ve ark. (2010) ile Mucuk (2014) ise
hiicre farklilagmasinda D3 vitamininin etkisini degerlendirmisler ve olumlu etkisinin

oldugu sonucuna varmisglardir.

Calismamizda, Yalva¢ ve ark. (2010) ile Tasl ve ark. (2013)’nin ¢alismalarina
benzer sekilde, kiiltiire edilen DPKH’nin odontojenik ve PDLKH’nin osteojenik
farklilasmasini saglamak icin kiiltiir besiyerine farkli oranlarda p-gliserofosfat,
askorbik asit ve deksametazon eklenerek farklilasma 14 giin boyunca stimule edildi.

Bu siirenin bitiminde hiicre kiiltiir gruplar1 arasindaki farklilasma kapasiteleri ¢esitli
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yontemlerle degerlendirildi. Bu amagla ALP aktivite testi, ALR boyama ve Gergek

Zamanli PZR analiz yontemleri kullanildi.

7.1.8. ALP enzim aktivitesinin belirlenmesi

Hiicrelerde meydana gelen farklilasma diizeyinin tespit edilebilmesi igin
farklilagsmaya 6zgii hiicresel belirleyicilerin tayin edilmesi gereklidir. ALP aktivitesi,
hiicre kiiltiir sistemlerinde odontoblastlar ve osteoblast i¢in erken tani isareti olarak
kabul edilir (Beck ve ark., 2010). ALP, mineralize matriks olusumunu saglayan

farklilasmis hiicreler tarafindan sentezlenir (Bakopoulou ve ark., 2011a).

Gronthos ve Simmons (1995), DPKH nin farklilagmaya ugratildiginda ytiksek
oranda ALP enzim aktivitesi gosterdigini ve bu hiicrelerin dentin benzeri yap1
olusturabildigini gostermislerdir. Bakopoulou ve ark. (2011a), ALP aktivitesinin
farklilasmanin indiiklendigi 1. haftadan 3. haftaya kadar izlenebildigini; Wei ve ark.
(2007), 21. giine dogru arttigini tespit etmislerdir. Bakopoulou ve ark. (2011b; 2012),
monomer etkisi altinda kok hiicrelerin farklilasmasini degerlendirmek igin; Giiven ve
ark. (2011) ile Tash ve ark. (2013), 14 giin boyunca odontojenik ve osteojenik
farklilastirmaya ugrattiklar1 kok hiicrelerin farklilagma kapasitesini degerlendirmek

amactyla calismalarinda ALP aktivitesini incelemislerdir.

Biz de benzer sekilde ¢alismamizda, kompozit materyallerine maruz birakilan
DPKH ve PDLKH kiltiir gruplarinin odontojenik ve osteojenik farklilasma

kapasitelerini belirlemek amaciyla ALP enzim aktivitesini degerlendirdik.

7.1.9. ALR boyamasinin yapilmasi

Hiicre kiiltiiri c¢alismalarinda, odontojenik ve osteojenik farklilasmanin
degerlendirilmesinde kullanilan bir diger yontem, hiicre kiiltiiriindeki kalsiyum
birikiminin goriintiilenmesidir. ALR boyama yonteminde, kalsiyum depolar1 hidroksil
grubuyla reaksiyona girerek bir ¢okelti olusturur (Tsukamoto ve ark., 1992; Couble ve
ark., 2000). Hiicre kiiltiirtindeki kalsiyum iceren bolgelerin ALR ile temas1 sonucu, bu

bolgeler kirmiziya boyanir.
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Kadar ve ark. (2009) farkl tipte kok hiicrelerin farklilasmasini degerlendirdikleri
calismalarinda; Trubiani ve ark. (2010), Bakopoulou ve ark. (2011b; 2012) ile Zhang
ve ark. (2015) yaptiklar1 biyouyumluluk ¢alismalarinda, hiicre kiiltiiriindeki kalsiyum
birikiminin goriintiillenmesi i¢in ALR boyama yoOnteminden faydalanirken; Kulan
(2015) ise kalsiyum birikim bdlgelerinin goriintiilenmesinde Von Kossa boyama

yonteminden faydalanmaistir.

Calismamizda, Kadar ve ark. (2009), Trubiani ve ark. (2010) ile Bakopoulou ve
ark. (2011b; 2012)’na benzer sekilde, kok hiicrelerin farklilagma kapasitesini
belirlemek amaciyla  hiicre  kiiltiirlerindeki ~ kalsifikasyon  yogunlugunun

goriintiilenmesinde ALR boyama yontemi kullanildi.

7.1.10. Ger¢cek Zamanh PZR analizinin yapilmasi

Ger¢ek Zamanli PZR yoOnteminde, farklilasmaya 0Ozgli proteinlerin tayini
yapilarak hiicre kiiltiirlinde meydana gelen farklilagmanin derecesi degerlendirilir.
Klasik PZR ve jel elektroforez islemleri, kullanilan primerin cDNA iizerindeki ilgili
bolgeyi ¢ogaltip cogaltmadigini gosterirken, Ger¢cek Zamanli PZR ydntemi ise

primerin etkisiyle cogalan cDNA nin miktari ile ilgili bilgi verir.

Wei ve ark. (2007), Zhu ve ark. (2008), Giiven ve ark. (2011), Atari ve ark. (2012),
Agcil ve ark. (2015), Kwon ve ark. (2015) ile Zhang ve ark. (2015) yapmis olduklar1
kok hiicre farklilagtirma calismalarinda, hiicre kiiltlirlerinden farklilagsmaya 06zgii

genlerin tayin edilmesi amaciyla Ger¢ek Zamanli PZR yontemini kullanmislardir.

Benzer sekilde calismamizda da, DPKH Kkiiltiirtinden odontojenik ve PDLKH
kiiltiirlinden osteojenik farklilasmaya 06zgli genlerin tayini Ger¢ek Zamanli PZR

yontemiyle analiz edildi.

Ger¢ek Zamanli PZR analizi ile, farklilasmasi saglanan hiicre DNA’larinin,
dokuya 6zel protein karsisinda ¢ogaldiginin gdsterilmesi gereklidir. Bunun i¢in de
spesifik primerler kullanilir. DPKH’nin odontojenik farklilasma mekanizmasinda,
dentin yapiminda gorev alan kollajen tip I, DSP, DMP1 gibi proteinler farklilasmanin
erken belirtecleri olarak degerlendirilir (Zhu ve ark., 2008). DSPP’nin sadece

odontoblast hiicreleri i¢in 6zel protein oldugu bilinmektedir (Couble ve ark., 2000).
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Wei ve ark. (2007), izole ettikleri DPKH’nin odontojenik farklilagmasini
belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, Gergek Zamanli PZR analizi ile hiicrelerden
DSPP sentezinin gergeklestigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Bakopoulou ve ark.
(2011a), DPKH ve apikal papilla kok hiicrelerinin odontojenik/osteojenik
farklilagsmasin1 degerlendirdikleri ¢alismada DSPP, BSP, OK ve ALP gen sentezi
analizinin yan sira, hiicre kiiltiirinde mineralize alanlarin goriintiilenmesi i¢cin ALR
boyama yontemini kullanmislar ve hiicre kiiltiiriinde osteodentin yapisinin olustugunu

gozlemlemislerdir.

Kiiltiirti yapilan DPKH’nin odontojenik farklilasmasinda kollajen tip I (Young ve
ark., 2002), DSPP (Zhu ve ark., 2008) ve DMP1 (Hao ve ark., 2004) proteinlerinin
sentezine rastlanmasi ve bu proteinlerin odontoblast faklilagsmasiyla iligskilendirilmesi
nedeniyle, calismamizda da bu genlerin tayini Ger¢ek Zamanli PZR yontemi ile analiz
edilerek kompozit materyaline maruz birakilan DPKH’nin odontojenik farklilasma

kapasitesi incelendi.

Dentin ve kemik matriksinde bulunan mineralizasyon sistemi, ortak protein
yapilarindan dolay1 birbirine olduk¢a benzer yapida oldugu bilinmektedir. Genel
olarak OK ve ON osteoblast hiicrelerinin gostergesi olarak kabul edildiginden,

PDLKH’nin farklilagma kapasitesinin degerlendirilmesinde kullanilir.

Garcia ve ark. (2003), kok hiicrelerin osteojenik farklilasma kapasitesini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, kollajen tip I, ON ve kemik sialoprotein diizeylerini
incelemisler ve ON’nin osteoprogenitor hiicrelerin varliginda ve osteoblastlarin
farklilagmasi sirasinda ortamda yogun olarak bulunduklarini belirtmislerdir. Karadz ve
ark. (2010), natal disten elde ettikleri kok hiicrelerin osteojenik farklilasma
kapasitesini degerlendirirken ALP aktivitesi ve ALR boyama ydnteminin yani sira,
immiinositokimyasal boyama yontemi ile OK, osteopontin, ON, BMP2 ve BMP7
tayinini gerceklestirmislerdir. Ac¢il ve ark. (2015), PDLKH’ni 14 giin boyunca
uyararak osteojenik farklilasmasim1 degerlendirdikleri ¢alismada, hiicrelerden
osteopontin ve OK gen sentezini degerlendirmisler ve farklilagsma kapasitesini yliksek
bulmuslardir. Benzer sekilde Atari ve ark. (2012), osteojenik farklilagsmanin
degerlendirilmesinde hiicrelerden kollajen tip I, ON, OK, ostepontin gibi genlerin

varligini analiz etmislerdir.
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Calismamizda da, kompozit materyaline maruz birakilan PDLKH nin osteojenik
farklilagsma kapasitesinin degerlendirilmesi amaciyla, hiicre kiiltiirlerinden osteojenik
hiicre belirteci olarak kabul edilen kollajen tip I (Hesse ve ark., 2010), OK (Agil ve
ark., 2015) ve ON (Atari ve ark., 2012) genlerinin tayini Ger¢ek zamanli PZR
yontemiyle gerceklestirildi.

7.2. Bulgularin Tartismasi
7.2.1. DPKH ve PDLKH’nin akim sitometri analizi sonuclari

Akim sitometri analizi ile gergeklestirilen MKH nin karakterizasyon islemi, 6zel
yiizey antijenlerin tespiti ile yapilir. Hiicrenin MKH olarak tanimlanabilmesi igin,
hiicrelerin %95 veya daha fazlasinin CD105, CD73, CD90 antijenleri i¢in pozitif
olmasi1 gerekirken; diger hiicre popiilasyonlarindan ayirt etmek i¢in CD45, CD34,
CD14, CD19 gibi hematopoetik hiicrelere ait yiizey antijenlerinin pozitiflik oraninin

%2’yi gegmemesi gerekir (Dominici ve ark., 2006).

Trubiani ve ark. (2010), ¢alismalarinda DPKH’ nin karakterizasyonu i¢in MKH
belirteci olan CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 yiizey antijenlerinin
varhgmi akim sitometri yontemi ile tespit etmislerdir. Bakopoulou ve ark. (2012),
kullandiklar1t monomerlerin apikal papilla kok hiicreleri lizerine etkisini arastirdiklar
calismalarinda, karakterizasyon asamasinda STRO-1, CD146, CD34, CD45, CDI105,
CD117, CD24, CD90 kok hiicre belirteclerini kullanmistir. Calismamiza benzer
sekilde, Tash ve ark. (2013) yapmis olduklar ¢alismada, kullandiklar1 kok hiicreleri
CD29, CD44, CD105, CD90, CD73 ve CD166 MKH belirtecleri i¢in pozitif; CD34,
CD45 ve CDI14 hematopoetik belirtegcler icin negatif bularak hiicrelerin

karakterizasyonunu gercgeklestirmislerdir.

Calismamizda, ¢ekilmis yirmi yas disinin pulpa ve PDL dokularindan izole edilen
hiicrelerin akim sitometri degerlendirmeleri sonucunda bu hiicrelerin, hematopoetik
hiicre belirteci olan CD14, CD34, CD45 ile endotelyal hiicre belirteci olan CD31
yilizey antijenleri icin negatif; MKH belirteci olan CD29, CD44, CD73, CD90 ve
CDI105 yiizey antijenleri i¢in ise yiiksek diizeyde pozitif oldugu saptanarak MKH

oldugu ve farklilagsma kapasitelerinin yliksek oldugu belirlendi.
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7.2.2. MTS Testi Sonuglar
7.2.2.1. DPKH icin elde edilen MTS testi sonuclari

Ug farkli uygulama alanina sahip kompozit dolgu materyalinin DPKH kiiltiirii
tizerindeki toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla yapmis oldugumuz MTS testi
sonuglarina gore, sadece kiiltlir besiyerinin eklendigi negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, kompozit gruplarinin DPKH’nin mitokondriyal dehidrojenaz

aktivitesini kotii yonde etkiledigi saptandi.

Ucgiincii giinde, Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun hiicre canliliginda belirgin
bir azalma oldugu goriilmekle birlikte, 6zellikle Tetric EvoFlow materyaline maruz
birakilan DPKH’nin canlilik diizeyinde DMSO kullanilan pozitif kontrol grubuna
benzer sekilde bir azalma oldugu goriildii. Ugiincii giinde akiskan kompozit grubunun
hiicre canliliginda goriilen bu azalma, Imazato ve ark. (2009)’nin yapmis olduklari
sitotoksisite ¢aligma sonuglariyla uyumlu bulundu. Arastiricilar, rezin esasli restoratif
materyallerden gerceklesen monomer saliniminin en fazla 72 saat icerisinde
gerceklestigini ve hiicre kiiltiirii iizerindeki etkilerinin de buna paralel olarak 3. glinde
saptanabildigini belirtmislerdir. Bu nedenle calismamizda, DPKH’nin 3. giindeki
canlilik diizeyinde goriilen diisiis, polimerizasyondan hemen sonra gergeklesen

monomer salinimina bagli olarak toksik etkilerin daha belirgin olmasina baglanabilir.

Ferracane ve Condon (1990), kompozitlerin toksik etkilerinin en fazla ilk 24 saat
icerisinde gerceklestigini; Franz ve ark. (2003), materyallerin yaglandirma sonrasinda
daha diistik toksik etkiye neden olduklarini; Schedle ve ark. (1998), direkt kontakt
yontemini kullandiklar1 arastirmalarinda, test edilen adeziv restoratif materyallerin
hazirlanmalarinin hemen ardindan hiicre kiiltiiriinde toksik etki gosterdiklerini; 1, 2, 7
giin ve 6 hafta yaslandirildiktan sonra hiicre kiiltiirtine uygulandiklarinda ise toksik
etkinin azaldigini bildirmislerdir. Bakopoulou ve ark. (2006), kompozitlerden elde
edilen 24, 72 saat, 7 ve 14 giinliik ekstraktlarin sitotoksisitesini degerlendirdikleri
caligmalarinda, 1 haftalik 6rneklerin baglangica gore daha az seviyede, 2 haftalik

orneklerin ise minimum diizeyde toksisite gosterdigini belirtmislerdir.
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Yedinci giinde Tetric EvoCeram haricindeki gruplarin hiicre canliliginda NK
grubuna benzer bir artis oldugu; 10. giinde hiicre canliligindaki artisin tiim gruplarda
devam ettigi izlendi. On dordiincii giinde ise, kompozit gruplarinin hiicre canlilik
diizeyinde NK grubuna paralel olarak genel bir azalma oldugu saptandi. Bu durum,
yiikksek cogalma Ozelligine sahip kok hiicrelerin sayica fazla artmasindan dolay1
birbirini uyararak apoptoza neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak, Tetric
EvoFlow grubunun hiicre canliliginda, PK grubuna yakin diizeyde bir azalma oldugu

dikkat ¢ekmistir.

Restoratif materyallerin toksisitesi ile materyallerden salinan artik monomer
miktar1 arasinda anlamli bir iliski olmasimnin yani sira, materyallerden salinimi
gbzlenen doldurucu partikiiller, baslaticilar gibi diger bilesenlerin de biyouyumluluk
tizerinde etkili olabildikleri bilinmektedir (Floyd ve Dickens, 2006). Biitiin bu
bilesenlerin materyal toksisitesi lizerindeki etkilerinin yani sira, Saliim gdsteren
monomerlerin sinerjistik ya da antagonistik etki gostererek sitotoksisitenin derecesini
degistirebilecegi goz o6niinde bulundurulmalidir (Ratanasathien ve ark., 1995). MTS
sonuclarimizin 14. giiniinde goriilen hiicre canlilifindaki azalmanin bu faktdrlerden

kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Shafiei ve ark. (2014), DPKH {izerinde kompozitlerin toksik etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, siloran esasli kompozit dolgu materyalinin maruz
birakildigi hiicre kiiltiir canlilik oraninin 7. glinden 14. giine dogru arttigini; rezin esasl
kompozit grubu i¢in ise 14. giine dogru hiicre canlilik oranmin azaldigini
gbzlemislerdir. On dordiincii glinde rezin esasli kompozit grubunun DPKH canlilik
diizeyinde azalmaya neden olmasi, ¢alismamizin 14. giin MTS sonuglarina benzerlik
gostermektedir. Wataha ve ark. (2003) da kompozitlere baglh sitotoksik etkilerin 4

haftaya kadar gozlenebilecegini bildirmistir.

Bunun yaninda, calismamizda ozellikle akiskan kompozit grubunun hiicre
canliliginda goriilen ciddi azalmanin, akiskan kompozitlerin diisiik doldurucu oranina
sahip olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Rezin esasli dental materyallerin
toksik etkilerinin, rezin igerigi ile iliskilendirildigi gibi doldurucu igerigine de bagh
oldugu; akiskan kompozitlerin, uzun dénemde daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip
olduklar1 bildirilmistir (Wataha ve ark., 2003). Caughman ve ark. (1991),
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kompozitlerin doldurucu orami ile sitotoksisiteleri arasindaki iligskiyi inceledikleri
calismalarinda, polimerizasyon derecesinin artis1 ile toksisite arasinda ters iliski
oldugunu; doldurucu orani, boyutu ve dagilimimin toksisite lizerine etkili oldugunu

belirtmistir.

Al-Hiyasat ve ark. (2005), ii¢ farkli kompozit (Admira, Z250, Tetric Ceram) ile
bunlarin akiskan tiplerinin toksik etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, akiskan
tipleri ile karsilastirildiklarinda Z250 ve Tetric Ceram’1n daha diisiik sitotoksik etkiye
sahip olduklarin1 géstermislerdir. En diisiik sitotoksik etki Tetric Ceram grubunda
izlenirken, ¢alismamizin M TS testi sonuglarina benzer sekilde en fazla sitotoksik etki
akigskan kompozit grubunda (Tetric Flow) goriilmiistiir. Benzer sekilde, Ergiin ve ark.
(2011)’nin arka bolge dislerin restorasyonunda kullanilan kompozit materyallerinin
sitotoksisitesini degerlendirdikleri ¢aligmada, yiiksek doldurucu oranina sahip olan

kompozitlerin diger gruplara gore toksik etkilerinin diisiik oldugu bildirilmistir.

Calismamizin MTS sonuglari, akiskan kompozit grubunun toksik bulunmasi
acisindan Wataha ve ark. (2003), Caughman ve ark. (1991), Al-Hiyasat ve ark. (2005)

ve Ergiin ve ark. (2011)’nin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

7.2.2.2. PDLKH ig¢in elde edilen MTS testi sonuclari

Kompozit dolgu materyallerinin PDLKH kiiltiirii tizerindeki toksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla yapmis oldugumuz MTS testi sonuglarina gore ise, kompozit
gruplarinin hiicre canliliginda 1. giinden 3. giine dogru NK grubuna benzer olarak
anlaml bir artis oldugu; 7. ve 10. glinde gruplarin, NK grubuna benzer diizeyde hiicre
canliligina sahip oldugu; 14. giinde ise Tetric EvoFlow’un toksik etki gostererek, PK

grubu ile arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 gézlendi.

On dordiincti giinde gozlenen hiicre canlilik diizeyindeki diisiisiin, yukarida
bahsedilen literatiirler 15181nda, kompozit materyali igerigindeki monomer ve diger
bilesenlerin etkisine bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak, toksik etkinin tekrar
akiskan kompozit grubunda goriilmesi, doldurucu oraninin sitotoksisite tizerinde daha

etkili oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Ayrica ¢aligmamizda, ayni materyallere maruz birakilan DPKH ve PDLKH’nin
canlilik diizeyleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, PDLKH nin DPKH’ne
kiyasla daha az etkilendigi gézlendi. Bu durum, PDLKH’nin kompozit materyallerinin
olas1 toksik etkilerine kars1 daha dayanikli olabilecegini diisiindiirmektedir. Calisma
sonucumuza benzer sekilde, Tadin ve ark. (2014) pulpa ve PDL fibroblast hiicrelerinin
canlilik dziieylerini karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda, PDL hiicrelerinin dental

materyallerin toksik etkilerine kars1 daha dayanikli oldugu sonucuna varmiglardir.

Calismamizdan farkli olarak Rodriguez-Lozano ve ark. (2013) ise, iki farkli diisiik
polimerizasyon biizlilme 6zelligine sahip bulk fill kompozitlerin hem pulpa hem de
periodontal hiicre lizerine sadece toksik etkisini degerlendirmis; ¢alismanin sonucunda
PDLKH’nin kompozit materyallerin toksik etkilerine karsi, DPKH ne kiyasla daha
dayaniksiz oldugu sonucuna varmislar ve deneysel hiicre kiiltiirii calismalarinda pulpa

hiicrelerinin kullanilmasini 6nermislerdir.
7.2.3. Odontojenik ve osteojenik farklilasma deneylerinin sonuclari

Literatiirde resin esasli kompozitlerden salinim gosteren monomerlerin, siit disi
pulpas1 ve apikal papilladan elde edilen kok hiicreler (Bakopoulou ve ark. 2011b;
2012) ve kok hiicre karakterizasyonu yapilmamis insan daimi dis pulpa hiicrelerinin
farklilagsmasi {izerine olan etkilerini gosteren ¢aligmalarin (About ve ark., 2002; Kwon
ve ark., 2015) yami sira; adeziv sistemlerin DPKH iizerine olan etkilerinin de
incelendigi (Trubiani ve ark., 2010) goriilmektedir. Calismamizda bunlardan farkli
olarak, kompozit dolgu materyallerinden ortama salinan bilesenlerin sinerjik ve
antagonistik etkilerinin olabilecegi diisliniilerek, bu bilesenlerin DPKH ve

PDLKH’ nin farklilagma kapasitesi lizerine olan etkisi degerlendirilmistir.

Kompozit dolgu materyallerinin PDLKH nin farklilagma kapasitesi {izerine olan
etkilerini degerlendiren c¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Calismamiz, farklh
uygulama alanlarina sahip kompozit dolgu materyallerinin hem DPKH ve hem de

PDLKH nin farklilagma kapasitesi {izerine olan etkilerini inceleyen ilk ¢aligmadir.
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7.2.3.1. ALP aktivite testi sonuclari

Karadz ve ark. (2010), calismalarinda kullandiklar1 natal dis pulpasindan elde
edilen kok hiicrelerin farklilasmasini degerlendirmek amaciyla ALP aktivitesini
incelemisler; 14. giine kadar hiicre kiiltiiriindeki ALP aktivitesinde artis goriirken, 14.
giinden sonra diisiis oldugunu bildirmislerdir. Hiicre kiiltiiriinde izlenen ALP
aktivitesinin 14. giinden sonra azalmasi, Mygind ve ark. (2007) ve Imazato ve ark.
(2009) tarafindan da gozlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda, farklilastirma siireci 14
giin olarak belirlendi ve bu siirenin sonunda literatiire uyumlu olarak, pozitif kontrol

grubuna ait hiicre kiiltlirlinde ALP aktivitesi saptandi.

Calismamizin ALP aktivite testi sonuglarina gore, rezin esasli kompozit dolgu

materyallerinin DPKH ve PDLKH’nin ALP aktivitesini etkiledigi gortildii.

DPKH grubuna ait hiicre kiiltiiriinden elde edilen ALP enzim aktivitesi sonuglari
degerlendirildiginde, Tetric EvoFlow grubunun ALP aktivitesinin NK grubundan
diisiik oldugu; Tetric EvoCeram Bulk Fill grubunun ALP aktivite diizeyinin NK
grubundan yiiksek, ancak PK grubundan diisiik oldugu gézlendi. Bu durum, akiskan
kompozit grubunun hiicre kiiltiirii izerindeki ALP enzim aktivitesini engelledigini,
Bulk Fill grubunun ise hiicre kiiltiiriindeki ALP enzim aktivitesi iizerine daha az
etkisinin oldugunu disiindiirmektedir. Tetric EvoCeram grubu ile, farklilagmanin
uyarildigl PK grubu arasinda fark bulunmamasi ise bu grubun hiicre kiiltiiriindeki ALP

enzim aktivitesi ilizerine olumsuz bir etkisinin olmadigini1 gostermistir.

Bakopoulou ve ark. (2011b; 2012), Kwon ve ark. (2015), rezin monomerlerin
farkli kok hiicre tiplerinin odontojenik farklilasmasi tlizerine etkisini arastirdiklari
calismalarinda, ALP aktivite testi sonuclarimiza benzer sekilde, hiicre kiiltiirtindeki

ALP aktivitesinde diisiis oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizin PDLKH grubuna ait hiicre kiiltiiriinden elde edilen ALP enzim
aktivitesi sonuglarina gore ise, kompozit gruplariin ALP diizeyinin NK grubuna gore
oldukca yiiksek, PK grubundan ise diisiik oldugu gozlendi. Bu sonug, kompozit dolgu
materyallerine maruz birakilan PDLKH kiiltiirlinde ALP enzim aktivitesinin devam

ettigini; ancak bu aktivitenin bir miktar olumsuz etkilendigini diisiindlirmektedir.
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Imazato ve ark. (2009), kompozit materyalinden salinimini tespit ettikleri
TEGDMA monomerinin, osteoblast benzeri hiicreler iizerindeki ALP aktivitesinde 3.
giinde belirgin bir diisiise neden oldugunu goézlerken; 14. giinde hiicrelerin ALP
aktivite diizeyinin kontrol hiicre grubuna benzer oldugunu tespit etmislerdir. Buna
benzer olarak ¢alismamizda, osteojenik farklilagtirmaya ugratilan PDLKH grubunda

ALP aktivitesinin oldugu saptandi.

7.2.3.2. ALR boyama goriintiileri

Calismamizin odontojenik ve osteojenik farklilasma deneylerinin sonunda, hiicre
kiiltiirlerinde olusan kalsiyum birikiminin tespiti i¢in gerceklestirilen ALR boyamasi
sonucunda alinan goriintiilerde, DPKH ve PDLKH grubuna ait PK hiicre kiiltiiriindeki
kalsiyum birikiminin yogun oldugu gozlendi. Kompozit materyallerine maruz
birakilan hiicre kiiltiirlerinde ise kalsifikasyon yogunlugunun NK grubundan fazla, PK

grubundan az oldugu goriildi.

Trubiani ve ark. (2010) tarafindan DPKH’nin farklilagtirilmasinin
degerlendirildigi ¢calismada, PK sonuglarimiza benzer olarak, hiicre kiiltiirlinde ALR
yontemi ile kalsiyum birikim alanlarinin olusumu gosterilmistir. PDLKH’nin
osteojenik farklilasmasini takiben olusan mineralize alanlarin varligint ALR boyama
yontemi ile gosteren ¢alismalar mevcuttur (Seo ve ark., 2004; Saito ve ark., 2005; Acil

ve ark., 2015).

Bakopoulou ve ark. (2011b; 2012)’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda, kontrol grubuna
kiyasla rezin monomer ile muamele edilen apikal papilla ve siit disi kok hiicre
kiltiiriindeki kalsiyum birikiminde azalma oldugu; yiiksek dozda monomere maruz

birakilan grupta ise farklilagmanin tamamen engellendigi gézlenmistir.

Buna benzer olarak, Imazato ve ark. (2009) tarafindan, osteoblast benzeri hiicre
kiiltiirtinde ALR boyama yontemi ile kalsifiye alanlarin olusumu degerlendirilmis; 14
giin sonunda kalsifiye alanlarin goriintiilenebildigi, kompozitten salinim gosteren
TEGDMA monomer miktarinin mineralize alan olusumunu etkilemezken, yiiksek
dozda HEMA monomerine maruz kalan hiicre kiiltiirlinde ise mineralizasyonunu

engellendigi gozlenmistir.
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Calismamizin ALR sonuglarinda, Bakopoulou ve ark. (2011b; 2012)’nin
sonuglarina benzer olarak, 14 giin boyunca farklilagmasi indiiklenen pozitif kontrol
hiicre kiiltiiriinde gozlenen boyanma alanlarina (kalsifiye alanlara) kiyasla, kompozit
gruplarinda daha az boyanma oldugu izlendi. Bu sonu¢ ayni zamanda ALP enzim

aktivitesi sonucuyla da uyumlu bulundu.

7.2.3.3. Ger¢ek Zamanh PZR sonuclari

Gergek Zamanli PZR analizi ile DPKH kiiltiiriinde kollajen tip I, DSPP ve DMP1
gen aktivite diizeyleri; PDLKH Kkiiltiirinde ise kollajen tip I, OK ve ON gen aktivite

diizeyleri saptanarak hiicrelerin gruplar aras1 farklilasma kapasiteleri degerlendirildi.
7.2.3.3.A. DPKH’nin Ger¢ek Zamanh PZR sonuclari

Calismamizda, DPKH’nin odontojenik farklilasma kapasitesinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan Gergek Zamanli PZR analizinde, pozitif kontrol
grubuna ait hiicre kiiltiiriinden kollajen tip I, DSPP ve DMP1 genleri yiiksek diizeyde
saptanirken, kompozit materyallerine maruz birakilan hiicre kiiltiirlerinden tayin

edilen gen diizeylerinin olumsuz yonde etkilendigi goriildii.

Bakopoulou ve ark. (2011a), DPKH ve apikal papilla kok hiicrelerinin
odontojenik / osteojenik farklilasmasini degerlendirdikleri calismada DSPP, BSP, OK
ve ALP gen sentezi analizi ile birlikte, hiicre kiiltiiriinde mineralize alanlarin
gorlintiilenmesi i¢in ALR boyama yontemini kullanmiglar ve osteodentin yapisinin
olustugunu bildirmislerdir. Calismamizin PK grubunda oldugu gibi, DSPP sentezine

14 giin sonunda rastlamislardir.

Ancak calismamizda, 6zellikle dentin matriks olusumunu takiben gerceklesen
mineralizasyon asamasinda ciddi bir artis gésteren ve sadece odontoblastlara 6zgii
olan DSPP gen sentezine (Couble ve ark., 2000) hi¢cbir kompozit grubunda

rastlanmadi.
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Diger odontojenik farklilasma belirteclerinden olan kollajen tip I ve DMP1 gen
seviyeleri acgisindan calismamizda, biitiin kompozit gruplarinin gen diizeyi PK
grubundan diisiik bulundu. En diislik gen seviyeleri Tetric EvoCeram ve TetricEvo

Bulk Fill grubunda saptandi.

Odontojenik farklilasma deneyimize ait sonuglar, rezin esasli restoratif
materyallerin, cesitli kok hiicre tiplerinin odontojenik farklilagsma mekanizmasi
lizerine olumsuz etkilerinin olabilecegini bildiren About ve ark. (2002), Bakopoulou
ve ark. (2011b; 2012), Kwon ve ark. (2015)’nin sonuglariyla uyumlu bulunmustur. Bu
sonuglara gore, kompozit dolgu materyallerinin DPKH nin odontojenik farklilagsma
mekanizmasi lizerine olumsuz etkilerinin oldugu ve bu nedenle pulpa dokusunun tamir

fonksiyonunu olumsuz etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

About ve ark. (2002), pulpa fibroblast hiicrelerinin odontoblast hiicrelerine
farklilagmasi tizerine polimerize edilmemis rezin monomerlerin etkisini inceledikleri
calismalarinda, sonuglarimiza benzer sekilde, monomerlerin pulpa hiicrelerinden
sentez edilen kollajen tip I, ON ve DSP gen seviyelerini etkiledigi sonucuna
varmuglardir. Ozellikle hiicre kiiltiiriinde tespit edilen DSP seviyesinde belirgin
diizeyde bir diisiis oldugu ve monomerlerin pulpa fibroblast hiicrelerinin odontoblast

hiicrelerine farklilagsmasini engelledigi belirtilmistir.

Bakopoulou ve ark. (2012)’nin, monomerlerin apikal papilla kdk hiicrelerinin
odontojenik farklilagtirmasinin degerlendirilmesi icin yaptiklar1 ¢alismada, ALR
boyama ve ALP aktivitesinin belirlenmesinin yanmi sira, Gergek Zamanli PZR
analiziyle hiicre kiiltiirlinden farklilasmaya 6zgii olan DSPP, BSP, OK genlerinin
tespiti yapilmis ve monomer ile muamele edilen kiiltiirden elde edilen gen diizeylerinin
pozitif kontrol grubuna gore belirgin diizeyde diisiik oldugu saptanmigtir. Caligma
sonucunda hiicre kiiltiiriindeki odontojenik farklilasmanin monomerlerin etkisi altinda
onemli 6l¢iide olumsuz yonde etkilendigi belirtilmistir. Bundan yola ¢ikarak, diisiik
konsantrasyonda da olsa rezin esaslhi restoratif materyallerden aci§a c¢ikan
komponentlerin uzun siire igerisinde pulpa dokusunu etkilemesiyle pulpanin tamir
fonksiyonu tizerinde olumsuz etkide bulunabilecegini One siirmiiglerdir. Aym
arastirmacilarin yaptig1 diger bir ¢calismada, siit disi pulpa kok hiicrelerinin {izerinde

aynt monomerlerin etkisi degerlendirilmistir (Bakopoulou ve ark., 2011b). Bu
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calismada da, toksik bulunmayan dozdaki monomere maruz birakilan hiicre
kiiltiirinlin odontojenik farklilasma kapasitesinin ve mineralize alanlarin olusumunun,

calismamiza benzer sekilde ciddi oranda engellendigi goriilmistiir.

Kwon ve ark. (2015), TEGDMA ve HEMA monomerlerinin insan disi pulpa
hiicrelerinin odontojenik farklilagmasi iizerine olan etkisini, ALP aktivitesi ve Gerg¢ek
Zamanlt PZR analizleri ile degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda,
monomerlerin toksik olmayan dozda dahi, hiicrelerin ALP aktivitesinde ve hiicre
kiltliriinden tayin edilen odontojenik gen (DSPP, OK, osteopontin) diizeyinde diislise

neden oldugunu gostermislerdir.

7.2.3.3.B. PDLKH’nin Gercek Zamanh PZR sonuclari

Calismamizda PDLKH nin farklilagma kapasitesinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan Ger¢ek Zamanli PZR analizinde, kollajen tip I diizeyleri agisindan gruplar
arasinda fark goriilmemesinin, MKH’den kollajen tip I’in yiiksek diizeyde sentez

edilmesine bagli oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda, kompozit materyallerine maruz birakilan hiicre kiiltiiriinden elde
edilen OK ve ON gen diizeylerinin, farklilagmaya ugratilmamis NK hiicre kiiltiirtinden
daha yiiksek diizeyde oldugu izlenmekle birlikte, Tetric EvoFlow ile PK grubu
arasinda bir fark bulunmamasi dikkat ¢ekmistir. Bu durum, kompozit materyallerine
maruz birakilan PDLKH Kkiiltiiriinde osteojenik farklilagmanin gerceklesebildigini,
ancak Tetric EvoFlow grubunun haricinde farklilagma kapasitesinin bir miktar

olumsuz etkilendigini diislindiirmektedir.

Calismamizin MTS test sonuglarina gore hiicreler iizerine toksik etkilerinin
olabilecegini diisiindiiglimiiz Tetric EvoFlow grubunun, hiicre kiiltiirlindeki ALP
aktivitesini bir miktar olumsuz etkilerken, PDLKH’nin osteojenik farklilagmasi
tizerine olumsuz etkisinin goézlenmemesi, Keila ve ark. (2004)’nin yapmis oldugu
calisma sonucu ile benzerlik gostermistir. Arastiricilar, kullanmis olduklari materyalin
sigan diseti fibroblastlarinin ALP aktivitesi iizerindeki olumsuz etkisine ragmen,
matriks olusumunu arttirmasi ile iligskili olarak osteojenik farklilagsmasindan

bahsetmiglerdir. Ayrica, Imazato ve ark. (2009), Tetric EvoFlow icin elde ettigimiz
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sonuclarimiza benzer sekilde, kompozit materyalinden agiga c¢ikan monomer
miktarinin osteoblast hiicreleri {lizerine diisiik diizeyde olumsuz etkisinin oldugunu

bildirmislerdir.

Imazato ve ark. (2009), osteoblast benzeri hiicreler lizerinde rezin esasl restoratif
materyallerden salinim gosteren monomerlerin etkisini inceledikleri ¢aligmada, hiicre
kiiltiiriinden elde edilen kollajen tip I, ON gen diizeyleri ve ALP aktivitesi acisindan,
calisma gruplar ile kontrol grubu arasinda benzer sonuclar elde etmislerdir. Hiicre
kiltiiriinden elde edilen OK gen diizeyi ise 21. giine kadar oldukga diisiik bulunurken,
ancak 28. glinde saptanabilmistir. Bu durum, OK’nin farklilasmis osteoblast hiicreleri
tarafindan mineralizasyon asamasinda sentez edilmesine bagli olarak, osteoblastik
farklilasmanin  ge¢ belirteci olmasma baglanmistir. Bundan farkli olarak
calismamizda, PK grubuna ait hiicre kiiltiiriinden gergeklesen OK sentezinin 14. glinde
tespit edilebildigi gozlenmistir. Ayni1 ¢alismada, rezin modifiye cam iyonomer
simandan ag¢iga c¢ikan monomer miktarinin osteoblast hiicrelerinin ¢ogalma,
mineralizasyon ve farklilasma potansiyeli lizerine olumsuz etkilerinin oldugu; cam
iyonomer simanin ise osteoblastlarin farklilagsmasini arttirabilecegi sonucuna
vartlmistir (Imazato ve ark., 2009). Bu nedenle farkli tipte restoratif materyallerin
osteoblast benzeri hiicreler {izerine olan etkilerinin anlasilabilmesi i¢in daha fazla
caligmaya ihtiya¢c vardir. Bu alanda calismamizin literatiire katki saglayacagin

diistinmekteyiz.
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7.3.

7.3.1.

7.3.2.

Sonuclar

Hentiz gelisimini tamamlamamis yirmi yas disinin pulpa ve PDL dokularindan
mekanik ayrigtirma yontemi ile elde edilen kok hiicrelerin, canlilik ve

farklilagma kapasitesinin yiiksek oldugu goriildii.

Insan dis pulpast ve PDL dokularindan kiiltiire edilmis hiicrelerin, akim
sitometri analizlerine gore, MKH’ye ait spesifik yiizey belirteglerine sahip

oldugu gozlendi.

DPKH sonug¢lar:

DPKH kiiltiiriinden elde edilen sitotoksisite (MTS) testi sonuglarina gore,
Tetric EvoFlow grubunun 3. ve 14. giinlerdeki hiicre canlilik diizeyinde

belirgin bir azalma oldugu izlendi.

On dort giinliik farklilasma deneyinin sonucunda, DPKH Kkiiltliriinden elde
edilen ALP aktivite testi verilerine gore, Tetric EvoCeram ALP aktivitesini
etkilemezken, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric EvoFlow gruplarinin
tamamen engelledigi goriildii. En diisiik ALP aktivitesi, Tetric EvoFlow

grubunda saptandi.

ALR boyama goriintiilerine gore, kompozit materyallerine maruz birakilan
DPKH kiiltiirtindeki kalsifikasyon yogunlugunun pozitif kontrolden daha az

oldugu izlendi.

Gerg¢ek Zamanh PZR yontemi ile DPKH Kkiiltiiriinden tayin edilen kollajen
tip I, DSPP ve DMP1 gen analizinde, kompozit gruplarinin hiicre
kiiltiirtindeki gen aktivitesini engelledigi; Tetric EvoFlow’un ise, diisiik

diizeyde DMP1 aktivitesi gosterdigi saptandi.

PDLKH sonuclari

PDLKH Kkiiltiiriinden elde edilen MTS testi sonuglarina gore, Tetric EvoFlow
grubunun 14. giindeki hiicre canlilik diizeyinde pozitif kontrol grubuna benzer

sekilde belirgin bir azalma oldugu goriildii.
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e On dort glinliik farklilasma deneyinin sonucunda, PDLKH kiiltiiriinden elde
edilen ALP aktivite testi verilerine gore, kompozit gruplarinin, pozitif
kontrolden daha diisiik seviyede olmak iizere ALP aktivitesi gdsterdigi izlendi.
Kompozit gruplart arasinda en diigiik ALP aktivitesi Tetric EvoCeram Bulk

Fill grubunda saptandi.

e ALR boyama goriintiilerine gore, kompozit materyallerine maruz birakilan
PDLKH kiiltiiriindeki kalsifikasyon yogunlugunun pozitif kontrolden daha az

oldugu gozlendi.

e Gercek Zamanh PZR yontemi ile PDLKH Kkiiltiiriinden tayin edilen kollajen
tip I, OK ve ON gen analizinde, gruplar arasi kollajen tip I aktivitesinde
anlamli bir fark bulunmadi. En yiiksek TetricEvoFlow grubunda olmak iizere,
biitiin kompozit gruplarinda OK aktivitesi goriildii. Tetric EvoFlow, pozitif
kontrole benzer OK aktivitesi gosterirken; diger kompozit gruplarinin, hiicre
kiiltiirtindeki OK aktivitesini bir miktar azalttig1 izlendi. ON gen aktivitesinin
analizinde ise, Tetric EvoCeram Bulk Fill ve Tetric EvoFlow grubunun ON
aktivitesi gosterdigi; Tetric EvoFlow ile kontrol gruplari arasinda anlamli bir

fark olmadig1 saptandi.

Dis hekimliginde, uygun restoratif materyalin se¢imi sadece materyalin fiziksel
ve kimyasal istiinliikklerine goére olmayip, ayni zamanda biyouyumluluguna da
baghidir. Son yillarda, kompozit dolgu materyallerinin biyouyumluluklar1 konusunda
stipheler oldugu ve giincel calismalarin giderek bu konu iizerine yogunlastig
goriilmektedir. Literatiirde, kompozit dolgu materyallerinin DPKH ve PDLKH iizerine
toksik etkilerini inceleyen c¢alisma bulunurken, bu materyallerin PDLKH’nin
farklilasma / tamir mekanizmasi Tlzerine etkilerini inceleyen bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz, giiniimiiz dis hekimligi pratiginde siklikla
uygulanmakta olan benzer monomer yapiya sahip universal, bulk-fill ve akiskan
tipteki kompozitlerin hem DPKH hem de PDLKH’nin farklilasma / tamir
mekanizmas1 iizerine etkilerini inceleyen ilk calisma olmasi agisindan Onem

tagimaktadir.
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Bu c¢alismanin sonucuna goére, kompozit dolgu materyallerinin, doldurucu
icerigine bagli olarak pulpa ve periodontal ligament dokulari iizerinde toksik
etkilerinin olabilecegi, ayn1 zamanda dokularin tamir fonksiyonunu olumsuz yonde

etkileyebilecegi goriildii.
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Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

PROJENIN ADI: Giintimiizde Kullamlan Rezin Esasli Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve K&k
Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeline Etkisinin In Vitro Olarak Incelenmesi

PROJE YURUTUCUSU: Prof.Dr. Serap AKYUZ

PROJEDEKI ARASTIRICILAR: Ezgi CEKMEGELI

ONAY TARIHI VE ONAY SAYISI: 08.10.2013-6

Saym Prof.Dr. Serap AKYUZ

112 protokol nolu “Giiniimiizde Kullamlan Rezin Esasli Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve
K&k Hiicrelerin Farklilasma Potansiveline Etkisinin In Vitro Olarak Incelenmesi” isimli
projeniz Enstitiimiiziin Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
incelenmis ve etik yénden uygunluguna karar verilmistir.

p—= ]
7. /41’? cqTe 'ée .
Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Komisyon Bagkam

v

L/JL/‘—’—/

Prof. Dr. Inci ALICAN

Lo/

Prof. Dr. Serap AKYUZ

Dog. Dr. L‘;C}VJE/II SAKAL Prof. Dr. Aysel PEHLIVAN
]
. Wi
Dog. Dr. CECIK - DT, 1 KAN
Dog. Dr. Asim CINGT Dog. Dr\Pinar AY
Yrd. Dog. Dr. Murat CEKIN Yrd. Dog. Dr. Ziibeyir SARI
Yrd. Dog. T4 [[dlga GUVEN
B 3 Marmara Laiversilesi Goztepe 0 (216) 434 49 23/12 (Fuks)  saglik ogrenci@marmara.edu.tr
EFQME RKampusa Sagld. Bilimlers 0421641444 23 hitip://saglik marmara.edu.ir
Institiisii 34688 Kadikay /

emmeliyette Yellintk 34
W 3 IS TANBU Ayninut bilgi igin:

157



Ek 2. Hasta Bilgilendirme Formu

Calismamiz goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Katiliminizdan o6nce size
arastirma hakkinda bilgi vermek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
arastirmaya katilim kararinizi veriniz. Calismamiza katilmak zorunlu degildir.
Istediginiz zaman bu ¢alismadan ¢ikabilirsiniz. Calismamizda herhangi bir maddi ve
manevi risk bulunmamaktadir. Yaptigimiz “Giintimiizde Kullanilan Rezin Esasl
Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeline Etkisinin
in vitro Olarak Incelenmesi* isimli ¢alismamizin amaci, farkli yapiya sahip rezin
esasli kompozit dolgu malzemelerinin sitotoksisitesini tespit etmek, ayrica bu
materyallerin dis pulpasindan elde edilmis kok hiicrelerin odontojenik (disin dentin
doku olusumunu saglayan hiicreler) farklilagmasi ve periodontal alandan elde edilmis
kok hiicrelerin osteojenik farklilagmasi lizerine etkilerini karsilastirmaktir. Bu amagla,
endikasyonu uzman hekimler tarafindan konulup ¢ekilen disiniz bu arastirmada

kullanilacaktir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar bilimsel nitelikli yayinlarda ve dis hekimligi
Ogrencilerinin egitimlerinde kullanilabilir. Bu amag¢ disinda kullanilmayacaktir ve

bagkalarina verilmeyecektir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir.

Caligmaya katildiginiz i¢in size herhangi bir ek 6deme yapilmayacaktir.

Aciklama yapan arastirmacinin:
Adi1-Soyadi: Dt.Ezgi (ERARSLAN) CEKMEGELI

Tel: 0532 157 40 80
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Ek 3. Hasta Onam Formu

Arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum (veya bu
metin bana okundu). Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
form ile ilgili soru soracak zaman ve firsatim oldu. Tiim sorularim cevaplandi. Cekilen
disimin “Gilinlimiizde Kullanilan Rezin Esasli Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve Kok
Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeline Etkisinin in vitro Olarak Incelenmesi‘ isimli
arastirmada kullanilacagini biliyorum. Bu kosullarla, s6z konusu g¢alismaya kendi
rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum. Tibbi tarih¢cemi

de igeren, kendim hakkimda verdigim her tiirli bilginin dogrulugunu da teyit

ediyorum.
Goniilliiniin
Adi1-Soyadi: Imza
Adres:
Tarih: Tel:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin riza alma isleminde veli veya

vasinin
Adi-Soyadt: Imza
Adres:
Tarih: Tel:

Ac¢iklama yapan arastirmacinin:
Adi-Soyadu: Imza

Tarih: Tel:
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Ek 4. Calisma Izin Yazis1

i

YEDITEPE UNIVERSITEST GG
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Kompozitlerin Sitotoksisitesi ve Kok Hicrelerin Farklilagma Potansiyeline Fikisinin in
vitro Olarak Incelenmesi’’ baslikli tez galigmas: Yeditepe Universitesi Miihendislik ve
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