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ÖZET 

Grafen ve Biodentine’nin Dental Pulpa Kök Hücresi Üzerine Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

Amaç: Biyomalzemelerin yapısına eklenerek onların fiziksel, mekanik ve 

biyolojik özelliklerini artıran grafen, diş hekimliği alanında biyouyumluluk, mekanik 

özellik ve antimikrobiyal özellik bakımından daha iyi bir biyomateryal geliştirilmesinde 

kullanılabilir. Bu çalışmada Biodentine™  ve grafenin farklı dozlarının insan dental pulpa 

kök hücrelerindeki (DPSC) hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik 

farklılaşma etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot: Çalışmamızda Amerikan Tipi Kültür Koleksiyonu insan 

DPSC’si kullanılmıştır. DPSC’ler e-platelere ekildikten sonra beşer farklı dozda 

Biodentine™ (2, 4, 8, 16 ve 32 µg/ml) ve grafen (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 µg/ml) 

eklenmiştir. Deney gruplarının 24 saat sonunda MTT, LDH, TAS, TOS ve ALP analiz ve 

immünfloresans boyama sonuçları elde edilmiştir. Ayrıca 96 saatlik gerçek zamanlı hücre 

indeks verileri xCELLingence® cihazı kullanılarak elde edilmiştir. Verilerin 

karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi kullanılmıştır. 

Bulgular: Çalışmamızda en güçlü proliferatif etki ve en düşük oksidatif stres 

Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml gruplarında gözlenmiştir. Antioksidan etki 

Biodentine™’nin bütün dozlarında grafenin ise sadece 12.5 µg/ml grubunda tespit 

edilmiştir. Biodentine™ ve grafenin bütün dozları için odontojenik farklılaşma 

gözlenmiştir. 

Sonuç: İnsan DPSC’si üzerinde Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml 

gruplarının hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma bakımından 

olumlu etkileri bulunmuştur.  

Anahtar Kelimeler: Trikalsiyum silikat, grafen, DPSC, hücre proliferasyonu, 

oksidatif stres, odontojenik farklılaşma 
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ABSTRACT 

The Analysis of the Effect of Graphene and Biodentine on Dental Pulp Stem Cell 

Purpose: Graphene, which increases the physical, mechanical and biological 

properties of biomaterials when it is added to their structure, can be used in the 

development of a better biomaterial in terms of biocompatibility, mechanical properties 

and antimicrobial properties in dentistry. The purpose of this study is to determine the 

effects of different doses of Biodentine™ and graphene on cell proliferation, oxidative 

stress and odontogenic differentiation in human dental pulp stem cells (DPSC). 

Materials and Method: American Type Culture Collection human DPSC was 

used in the study. After DPSCs were plated on e-plates, five different doses of 

Biodentine™ (2, 4, 8, 16 and 32 µg/ml) and graphene (6.25, 12.5, 25, 50 and 100 µg/ml) 

were added. After 24 hours, MTT, LDH, TAS, TOS and ALP analysis and 

immunofluorescence staining results of the experimental groups were obtained. In 

addition, 96 hours of real-time cell index data were obtained via the xCELLingence® 

device. One-way analysis of variance was used to compare the data. 

Results: The study revealed that Biodentine™ 2 µg/ml and graphene 12.5 µg/ml 

groups indicated the strongest proliferative effect and the lowest oxidative stress. The 

antioxidant effect was detected in all doses of Biodentine™, whereas graphene was only 

detected in the 12.5 µg/ml group. Odontogenic differentiation was observed for all doses 

of Biodentine™ and graphene. 

Conclusion: Biodentine™ 2 µg/ml and graphene 12.5 µg/ml groups were found 

to have positive effects on cell proliferation, oxidative stress and odontogenic 

differentiation on human DPSC. 

Keywords: Tricalcium silicate, graphene, DPSC, cell proliferation, oxidative 

stress, odontogenic differentiation 
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1. GİRİŞ 

Pulpanın canlılığını sürdürebilmesi için diş hekimliğinde kullanılan restoratif 

materyallerin toksik etkisinin olmaması veya kabul edilebilir düzeyde olması önemlidir.1 

Diş hekimliği uygulamalarında kullanılmak üzere son yıllarda farklı içeriğe sahip birçok 

güncel materyal klinik kullanıma dahil edilmiş olmasına rağmen biyouyumluluğu, 

mekanik özellikleri ve antimikrobiyal özellikleri daha iyi biyomateryal ihtiyacı devam 

etmektedir.2 

Restoratif materyallerin biyouyumluluğunun değerlendirilmesinde günümüzde 

çeşitli test yöntemleri bulunmakta olup bunlardan en yaygın olarak kullanılanın hücre 

kültürü testleri ve hayvan deneyleridir.3 Hücre kültürü testleri hayvan deneylerine göre 

daha kolay, hızlı, ucuz ve tekrarlanabilir özellikte olmaları sebebiyle tercih edilmektedir.4 

Diş hekimliğinde kullanılan materyaller serbest radikaller oluşturarak oksidatif 

stresi indükleyebilmektedirler. Aerobik organizmaların oksijen tüketiminden sonra 

reaktif oksijen metabolitleri (ROM) %1-2 oranında meydana gelmektedir.5 Antioksidan 

savunma mekanizmasının kapasitesi aşılıp serbest radikal üretimi yeterince 

baskılanamadığında ortaya çıkan serbest biyomoleküller çeşitli mekanizmalar yoluyla 

hücreye hasar verebilmektedir.6 Oksidan ve antioksidanlar arasındaki dengenin 

antioksidan sistemin aleyhine dönmesi olarak bilinen oksidatif stres son zamanlarda 

toksisitenin muhtemel bir mekanizması olarak kabul edilmektedir.7, 8 Biyolojik 

sıvılardaki oksidatif stres seviyesinin belirlenmesi amacıyla kolay, hızlı ve çok sayıdaki 

numune değerlerinin aynı anda analiz edilmesine olanak sağlayan toplam antioksidan 

seviyesinin (TAS) ve toplam oksidan seviyesinin (TOS) belirlendiği testler mevcuttur.9 

Çocuk diş hekimliğinde çeşitli amaçlarla kullanılan restoratif dental materyallerin 

sitotoksik özellikleri ile ilgili olarak ulaşılabilen verilerin sınırlı olduğu görülmektedir. 10 

Bu sebeple çalışmamızda vital pulpa tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa kuafajı 
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amacıyla kullanılan Biodentine™ ve kök hücrelerin farklılaşmasını etkilediği ve 

biyomalzemelerin mekanik özelliklerini geliştirdiği bilinen grafenin insan pulpa kök 

hücreleri (DPSC) üzerindeki etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu materyallerin 

DPSC proliferasyonuna olan etkisinin 96 saat boyunca gözlemlenmesi amacıyla 

xCELLigence® cihazında hücre indeksi belirlenmiştir. Sitotoksik etkilerinin incelenmesi 

amacıyla da MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) analizi, 

laktat dehidrogenaz (LDH) analizi, immunfloresans boyama, TAS ve TOS analizleri 

kullanılmıştır. Odontojenik farklılaşmasının değerlendirilmesinde ise  alkalen 

fosfataz (ALP) yönteminden yararlanılmıştır. 

Çalışmamızda test edilen materyallerle ilgili hipotezler şu şekilde kurulmuştur: 

Hipotez 1: Biodentine™’nin insan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, 

oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma bakımından etkisi bulunmamaktadır. 

Hipotez 2: Grafenin insan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, oksidatif stres 

ve odontojenik farklılaşma bakımından etkisi bulunmamaktadır. 

Hipotez 3: İnsan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve 

odontojenik farklılaşma bakımından Biodentine™ ve grafenin etkili konsantrasyonları 

arasında farklılık bulunmamaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Doku Mühendisliği ve Rejenerasyon 

Doku mühendisliği; hücreler, doku iskeleleri ve sinyal moleküllerinin 

kombinasyonunu kullanarak hasar görmüş, hastalıklı veya kaybolmuş dokuları yeniden 

oluşturmayı, dokuların işlevlerini eski haline getirmeyi ve iyileştirmeyi amaçlayan 

nispeten yeni multidisipliner bir yaklaşımdır (Şekil 2.1).11 Bu yaklaşım doku ve organ 

nakli ihtiyacını azaltır ve hastanın vücudundan otolog hücrelerin kullanılması sonucunda 

organ nakli reddi riski azalmış olur. 12 

 

Şekil 2.1. Doku mühendisliği triadı 

Doğal veya sentetik biyomalzemelerden üretilebilen iskeleler, doku oluşumu için 

üç boyutlu bir destek sağlar, zamanla kademeli olarak bozulur ve yeni oluşturulan hücre 

dışı matriks (ECM) ile değiştirilir.  Doku iskeleleri hücre yapışması, çoğalması, 

farklılaşması ve göçü gibi biyolojik aktivitelere rehberlik edebilirler.13, 14 

Doku mühendisliğinde başarılı bir doku oluşumu için vücutta immün reaksiyona 

sebep olmayan yeterli sayıda hücrenin dahil edilmesi çok önemli bir unsurdur.15 

Kemik iliği, yağ dokusu, amniyon sıvısı ve diş dokusu gibi çeşitli kaynaklardan 

elde edilebilen kök hücreler kendini yenileme ve farklı hücre tiplerine farklılaşma 

yetenekleri nedeniyle doku mühendisliği için güçlü hücre kaynağı olarak kabul edilirler.16 
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Oral dokularda da çeşitli kök hücre kaynakları mevcuttur. DPSC, süt dişleri, apikal 

papilladaki kök hücreler, alveolar kemikten üretilen kök hücreler ve DPSC’lerin yaygın 

olarak araştırıldığı diş folikülü kök hücreleri bu kaynaklara örnek olarak gösterilebilir. 

Basit bir şekilde elde edilebilirler ve klinik uygulamalarda mükemmel potansiyel 

sergilerler.17 

Yaşam boyunca vücudumuz birçok yaralanma ve zedelenmeye maruz kalır ancak 

bu yaralanmaların çoğu vücudumuzun rejeneratif yeteneği sayesinde biz fark edene kadar 

kapanır. İşte bu hususta vücudumuzun rejenerasyon kapasitesi devreye girer. 

Rejenerasyon; zarar görmüş veya kaybedilmiş bazı hücre, doku, organ veya uzvun 

yenilenmesi ya da oluşan kayıpların yerine yeniden konmasına verilen addır. 

Bakterilerden insanlara bütün türler belirli bir ölçüde rejenerasyon yeteneğine sahiptir. 

Rejenerasyon yeteneği canlıların gelişmişlik düzeyiyle genellikle ters orantılıdır ve 

organizmanın gelişmişlik seviyesi arttıkça yenilenme kabiliyetinin azaldığı 

görülmektedir.18 

Yapılan bilimsel araştırma ve gelişmelerin sonucunda; canlıların, yenilenme 

mekanizmasını inceleyen bir bilim dalı olan rejeneratif biyoloji bulunmuştur.18 Bu 

alandaki çalışmaların sonucunda ortaya çıkan bilgilerin pratiğe geçirilmesiyle, insanların 

zarar görmüş veya işlevini gerçekleştiremeyen organlarının ve dokularının tedavisine 

yönelik yeni bir çözüm yolu arayışından yola çıkılarak rejeneratif tıp geliştirilmiştir. 

Rejeneratif tıp, çeşitli faktörler tarafından hasar gören hücrelerin, dokuların ve organların 

normal fonksiyonunu değiştirmeyi ya da tamir etmeyi amaçlar. Aynı zamanda doku 

rejenerasyonunda görev alan mekanizmaların yenilenme yeteneği düşük olan yapılara 

geçişini sağlayarak yenilenme yeteneğinin kazanılmasını sağlar.19, 20 Yaşlanmayla 

beraber artan organ nakli ihtiyacı bu alandaki araştırmalara hız verilmesine ve 

gelişmesine yol açmıştır. İnsan doku ve organlarındaki indükte edilebilen farklılaşmamış 
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kök hücrelerin hasarlı hücrelerin yerini alması ve dokuyu yeniden üretmesi bu çalışmalar 

için ilham kaynağı olmuştur. Bunun yanında, hasar gören yerlere ev sahipliği yapabilen 

ve yenilenme sürecine katılabilen dolaşımda progenitör hücreler (örneğin dolaşımdaki 

endotel hücresi öncüleri) vardır.18, 21 Özellikle daimi ve süt dişlerinin pulpasındaki kök 

hücrelerin keşfi, bu dokunun mükemmel rejeneratif potansiyeli için mekanik bir açıklama 

sağlamıştır. Dental pulpadaki rejenerasyon yaklaşımı hücre indükleme yeteneği bulunan 

inorganik içerikli dental malzemelerin, kaybolan hücrelerin yerine konmasını sağlayan 

ve sert doku üreten hücrelere farklılaşmayı sağlayan ajanların kök pulpası tamamen 

sağlıklı olan, canlı ve odontoblast tabakası ile sınırlı dentinle çevrili olan dental pulpa 

üzerine direkt veya indirekt olarak yerleştirilmesini içermektedir. Bu amaçla vital 

tedaviler esnasında dental pulpa üzerine çeşitli materyaller konulmaktadır.22, 23 

Dental pulpanın üzerine konulan inorganik materyallerden biri de kalsiyum 

hidroksittir. Vital pulpa tedavilerinde alkalen pH özelliği nedeniyle antibakteriyel özellik 

göstermesi, pulpal hücrelere temasında tolere edilebilir oranda enflamasyon oluşturması, 

tamir dentin üretimini indükleyen sert doku oluşumuna imkan vermesi gibi özellikleri 

nedeniyle seksen yılı aşkın süredir kullanılan bir dental materyaldir. Olumlu 

özelliklerinin yanı sıra çabuk çözünmesi, hafif düzeyde pulpada enflamasyon 

oluşturması, dentine bağlanma özelliğinin olmayışı, mekanik direncinin yetersizliği, 

normal diş mineral hacmini kazandıramaması ve oluşturduğu reperatif dentinin poröz 

yapılı olmasının bakteri invazyonuna sebep olması gibi olumsuz yanları da mevcuttur.24-

26 Son zamanlarda kalsiyum hidroksit materyalinin oluşturduğu doku yanıtının 

indükleyiciden ziyade reaktif bir yanıt olması sebebiyle rejenerasyon kapasitesi 

sorgulanmaktadır. Aynı zamanda kalsiyum hidroksitin oluşturduğu dentin yapısının da 

normal tamir dentinine benzememesi araştırmacıları bu yapıyı meydana getirebilecek 

yeni bir materyal arayışına sokmuştur. 27 
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Tamir dentini oluşumunu doğal olarak sağlayabilmek ve kök hücreleri harekete 

geçirebilmek adına biyoaktif materyallere ihtiyaç vardır. Son zamanlarda, TGF-β 

(dönüştürücü büyüme faktörü beta), dondurulmuş kemik, kemik morfogenetik protein 

(BMP), Mineral Trioksit Aggregate (MTA) ve BiodentineTM gibi materyaller gerçek doku 

indükleyici ajan olarak kullanılmaktadır.28-30 

2.1. Dental Pulpa Kök Hücreleri 

Hasarlı bir organın fonksiyonlarını düzeltmek amacıyla hasarlı dokunun yerine 

yenisinin koyulması en iyi seçenektir. Buradan yola çıkılarak çeşitli kaynaklardan elde 

edilebilen, vücudun çeşitli doku ve hücrelerine farklılaşabilen, hasarlı bölgeyi onararak 

birçok tedavi yöntemine olanak sağlayabilecek kök hücreler rejeneratif tedavilerin 

temelini oluşturur.22 

Kök hücreler bölünebilme, kendini yenileyebilme ve farklılaşmış hücrelere 

kaynaklık etme özelliklerine sahip farklılaşmamış hücrelerdir. Kök hücreler temel olarak 

embriyonal (fetal) ve somatik (erişkin) kök hücreler olarak sınıflandırılırlar.31, 32 

Embriyodan köken alan embriyonik kök hücreler, tüm dokuları oluşturabilme 

yeteneğine sahiptirler.33 Erişkin kök hücreleri bir organ veya dokuda bulunan farklılaşmış 

hücrelerin arasındaki farklılaşmamış hücre gruplarıdır. Bu hücreler, çevresindeki doku 

veya organın özelleşmiş hücre tipine farklılaşabilme ve kendini rejenere etme kabiliyetine 

sahiptir.34 Erişkin kök hücreleri kemik iliği,35 amniyotik sıvı,36 göbek kordon kanı,37 nazal 

mukoza,38 santral sinir sistemi,39 periferik kan,40 plasenta membranı,40 kalp,41 karaciğer,42 

akciğer,43 deri epidermisi,44 dental pulpa45 gibi çeşitli dokulardan elde edilebilmektedir. 

Kök hücreler totipotent, pluripotent ve multipotent olmak üzere plastisite 

özellikleri bakımından üç alt grupta sınıflandırılmaktadırlar (Şekil 2.2.). Totipotent 

hücreler, tüm hücrelere dönüşebilme kapasitesine sahip sınırsız farklılaşma potansiyeli 

bulunan hücrelerdir. Fertilize yumurta hücresi embriyonun gelişim sürecinde 
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organizmayı oluşturan totipotent özellikteki tek hücre tipidir.46 Pluriopotent kök hücreler 

endodermal (sindirim sistemi hücreleri, hepatositler, pankreatik beta hücreleri vb.), 

mezodermal (kan, kas, kıkırdak, kemik vb.) ve ektodermal (deri, saç, nöron vb.) kökenli 

tüm hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneğini bünyesinde taşıyan embriyonik germ 

hücreleridir. Yetişkin bireylerin farklılaşmış dokularında bulunan multipotent kök 

hücreler ise farklılaşmamış hücrelerdir. 47 

 

Şekil 2.2. Plastisisite özelliklerine göre kök hücrelerin sınıflandırılması 

Kök hücrelerin, içerisinde bulunduları dokunun sahip olduğu hücrelerin dışındaki 

diğer tip hücrelere dönüşebileceği de bildirilmiştir. Günümüzde mezenkimal kök hücreler 

kök hücre kaynağı olarak önemli bir yere sahiptir. Oral bölgedeki mezenkimal kök hücre 

kaynaklarına örnek  olarak dental folikül, eksfoliye süt dişi, erişkin dental pulpası, 

periodontal ligament ve apikal papilla verilebilir (Tablo 2.1).48 
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Tablo 2.1. Ağız ve maksillofasiyal böldedeki mezenkimal kök hücre kaynakları 

Kök Hücre Kaynağı Elde Edilen Yeni Kök Hücre 

Yetişkin Dental Pulpa Dental Pulpa Kök Hücresi  

 [Dental Pulp Stem Cell (DPSC)] 

Periodontal Ligament Periodontal Ligament Kök Hücreleri 

 [Periodontal Ligament Stem Cells (PDLSC)] 

Eksfoliye Süt Dişleri Süt Dişi Pulpası Kök Hücreleri 

 [Stem Cells From Human Exfoliated Deciduous Teeth (SHED)] 

Diş Folikülü Diş Folikülü Kök Hücreleri  

 [Dental Follicle Stem Cell (DFSCs)] 

Apikal Papilla Apikal Papilla Kök Hücreleri 

 [Stem Cells Apical Papilla (SCAP)] 

Sürme sonrası dönemde de yok olmayan DPSC; kendinden-yenilenme ve 

farklılaşma potansiyeli bulunan, klonlonabilen ve multipotent özellikli mezenkimal kök 

hücrelerdir.45 DPSC, farklı yaştaki hastaların sağlıklı dişlerinden türetilebilen bir hücre 

kaynağıdır. Özellikle 20 yaş dişleri, travma, periodontal problemler veya ortodontik 

tedavi nedeniyle çekilmiş dişler ve  çekilmiş veya sürmüş süt dişleri başlıca pulpa kök 

hücre kaynaklarını meydana getirmektedir.49 Dental pulpa kök hücre çalışmalarında sık 

bulunabilmeleri ve çekim endikasyonlarının olması sebebiyle çoğunlukla 20 yaş dişleri 

kullanılmaktadır. Ayrıca, ağızda en son gelişimini tamamlayan 20 yaş dişlerinin gelişimi 

genç erişkinlerde devam ettiği için zengin bir pulpa dokusu kaynağı olarak karşımıza 

çıkmaktadır. 50 

İmmatür özellikteki multipotent hücrelere sahip süt dişi pulpa kök hücresinin 

çoğalma kapasitesi ve hücre popülasyonu yetişkin pulpasına kıyasla daha fazladır. Ancak 

yetişkin pulpa kök hücreleri gibi pulpa dentin kompleksi oluşumunu 

sağlayamamaktadır.51 
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2.2. Biyouyumluluğa İlişkin Temel Kavramlar 

Biyouyumluluk bir materyalin canlı dokuya temas etmesiyle oluşan uygun yanıt 

olarak tanımlanır. Biyouyumlu bir materyal toksik, karsinojenik, alerjik ve mutajenik etki 

gibi reaksiyonlara neden olmamalıdır.52 Toksisite, kimyasal maddelerin biyolojik 

sistemlerde olumsuz etkiler oluşturmasıdır. Sitotoksisite hücre hasarını, apoptozis ise 

genlerle kontrol edilen ve enerjiye ihtiyaç duyulan programlı hücre ölümünü 

belirtmektedir.53 

Biyouyumluluk materyalin çeşidine, fonksiyonuna ve uygulandığı yüzeye bağlı 

olarak farklılık göstermektedir. Bir materyalin yapısından salınan bileşikler ve bu 

bileşiklerin hücresel seviyede meydana getirdiği etkiler materyalin biyouyumluluğunu 

belirler.54 

Diş hekimliğinde yeni bir materyal bulunduğunda bu materyali klinikte 

kullanmadan önce biyouyumlu olup olmadığına bakmak gerekir. Klinik kullanımdan 

önce materyalin biyouyumluluğunu saptamak için farklı testler uygulanır. Hücre 

kültürünün kullanıldığı in vitro testler hızlı ve ucuz olması sebebiyle öncelikle tercih 

edilir, daha pahalı ve zaman alıcı olması sebebiyle hayvan testleri hücre kültürü 

uygulamalarından sonra tercih edilip en son ise in vivo (kullanım testleri) testler ile daha 

detaylı değerlendirmeler yapılır.2  Biyoyumlu olmayan materyaller biyolojik sistemlere 

hasar verecek seviyede reaksiyon oluştururlar. Bu durum toksisite olarak adlandırılır.52 

Sitotoksisite testleri, hücre organelleri, hücre bölünmesi, hücre canlılığı ve ölümü, 

protein veya DNA sentezi hakkında bilgiler elde ederek materyalin biyolojik özelliklerini 

tanımlamamıza yardımcı olur.2 
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2.3. Biyouyumluluğun Değerlendirilmesi 

Sitotoksisite mekanizmalarının iyi anlaşılması, biyolojik yapıların ve 

materyallerin meydana gelebilecek hasarlardan korunabilmesi açısından önemlidir. Yeni 

materyallerin biyouyumluluğunun belirlenmesi amacıyla in vivo testler (kullanım 

testleri), in vitro testleri ve hayvan deneyleri kullanılmaktadır (Tablo 2.2.).2 

Tablo 2.2. Biyouyumluluk testlerinin avantaj ve dezavantajları 

Uygulama Olumlu Yönleri Olumsuz Yönleri 

İn vitro 

Testler 
 İşlem yapılması hızlı ve kolaydır. 

 Maliyeti azdır. 

 Standardize edilebilir.  

 Sayıca çok içerikli veri taramaları 

yapılabilir. 

 Geniş bir aralıkta değerlendirme 

yapılır. 

 Etkileşim mekanizmasında 

kusursuzluğa sahiptir. 

 

 İn vivo uygulamalar ile ilişkisi 

tartışılabilir. 

Hayvan 

Testleri 
 Karmaşık sistemsel etkileşimlere 

açıktır. 

 Sonuçlar, in vitro uygulamalardan 

daha geniş kapsamdadır. 

 İn vitro uygulamalardan daha anlamlı 

sonuçlar elde edilir. 

 Materyal kullanımıyla ilişkisi 

sorgulanabilir. 

 Maliyeti daha fazladır. 

 Daha fazla zaman gerektirir. 

 Etik ve yasal düzeyde tartışmalara 

açıktır. 

 Uygulama kontrolü daha zordur. 

 Tanımlaması ve ölçümü zordur. 

 

Kullanım 

Testleri (in 

vivo 

testler) 

 Kullanılan materyalin uygunluğu 

kontrol altındadır. 

 Çok daha pahalı ve zaman alıcıdır. 

 Etik ve yasal düzlemlerde daha 

fazla tartışmalara sebep 

olmaktadır. 

 Uygulama kontrolü zor olabilir. 

 Sonuçların yorumlanması zordur. 

2.3.1. İn Vitro Testler 

Biyouyumluluğun değerlendirilmesi amacıyla bir test tüpünün içerisinde, canlı 

organizmanın dışında veya hücre kültürünün mevcut olduğu bir kap içerisinde uygulanan 

testlere in vitro testler denir. Bu testler için iki tip hücre kullanılmaktadır. Doğrudan bir 

hayvandan alınan ve kültürlenen sınırlı bir süre içinde büyüyen hücre tipi primer 
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hücrelerdir. Süresiz büyümeleri için önceden kültür ortamında farklılaştırılmış olan hücre 

tipi ise sürekli hücreler olarak bilinmektedir. Materyallerin biyolojik uyumlarının 

değerlendirilmesi için bu iki hücre tipi de kullanılabilmektedir. 55 

İn vitro testler; hücre metabolizmasını ve fonksiyonunu ölçen testler, sitotoksisite 

testleri, mutagenez analizleri ve bariyer kullanılan testler (indirekt testler)  olarak 

sınıflandırılabilir.56 

2.3.1.1. Sitotoksisite Testleri 

Bir materyalin olası toksikolojik reaksiyonlarının in vitro olarak değerlendirilmesi 

amacıyla hücre kültürleri üzerinde yapılan sitotoksisite testleri biyouyumluluğun ilk 

aşaması olarak kullanılır. Bu testlerde hücrelerin enzim aktiviteleri, büyüme oranları, 

morfolojik özellikleri, metabolizmaları değerlendirilerek daha karmaşık olan hayvan 

deneylerine geçmeden önce bir materyal hakkında ön bilgi elde edilir. Membran 

geçirgenlik testleri sitotoksisite testlerine örnek olarak verilebilir.52 

2.3.1.2. Hücre Metabolizmasını ve Fonksiyonunu Ölçen Testler 

Canlı hücrelerin enzim aktivitelerini, hücre sayısındaki net artışı, total protein 

miktarını veya DNA sentezini ölçen kolorimetrik testlerdir. Enzimatik test olan MTT 

testi, LDH ve alamar mavisi testleri metabolizmayı değerlendiren test yöntemlerinden 

olup toksisitenin değerlendirilmesi amacıyla kullanılan ucuz ve kolay uygulanabilen 

yaygın testlerdendir. MTT testi bu testler arasında en sık kullanılan test yöntemidir.57 

MTT Testi 

Suda çözünebilen bir tetrazolyum tuzu olan MTT testi dental malzemelerin 

sitotoksisitesinin belirlenmesinde çok sık kullanılır.58 Kolorimetrik bir test yöntemi olan 

MTT testinde dehidrogenaz enzim aktivitesi ölçülmektedir. Materyalin sitotoksik etkisi 

sonucu hücrelerdeki dehidrogenaz aktivitesi etkilenmekte ve mitokondrinin aktif olduğu 

hücreleri belirten mavi renkli formazan oluşumu gözlenmemektedir. Materyalin 
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sitotoksisite miktarını belirleyen formazan oluşumu değerlendirilirken optik yoğunluğu 

ölçülmekte veya elektron mikroskobuyla formazan ışığı değerlendirilmektedir. 59 

MTT testi, çok sayıda hücre kültürlerinde canlı hücre oranının belirlenmesinde, 

kolay, güvenilir ve hızlı bir yöntemdir. Aynı zamanda bu test büyüme döngüsünün 

herhangi bir evresindeki canlı hücre yoğunluğu hakkında bilgi vermektedir.60, 61 

LDH Testi 

LDH, tüm hücrelerde depolanan sabit sitoplazmik bir enzimdir. LDH 

seviyesindeki artış muhtemelen oksidatif hasar nedeniyle hücre zarlarının stabilitesinin 

zarar gördüğünü gösterir.2, 62 Sitolizis veya hücre membran hasarı durumunda 

kolorimetrik bir sitotoksisite değerlendirme yöntemi olan LDH testi kullanılarak 

sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrogenazın miktarı ölçülür ve sitotoksisite hakkında 

bilgi elde edilir.2, 63 

Bariyer Kullanılan Testler (İndirekt Testler) 

Diş hekimliğinde restoratif işlemler sırasında pulpa ile materyal arasında bulunan 

dentin dokusu koruyucu bir bariyer olarak görev almaktadır.  Dentinin bariyer özelliğini 

taklit etmek için bu geliştirilen yöntemde, bariyer olarak farklı materyaller kullanılmıştır. 

Bu yöntemde test edilen materyalin dentin dokusunda çözünme ve dentin tübüllerine 

girerek difüze olma yeteneği ölçülür. Dentin dokusuna nüfuz edebilen materyaller 

pulpaya kolayca ulaşabildiklerinden dolayı biyouyumluluğu iyi açıklayan test 

yöntemlerinin arasında yer alır. 64, 65 

2.3.1.3. Hücre Fonksiyon Ölçümünde Kullanılan Diğer Değerlendirmeler 

Bu yöntemlerdeki amaç kemotaksisi, bağışıklık fonksiyonunu, lenfosit 

proliferasyonunu ve lenfosit veya makrofajlardan sitokin üretimini ölçmektedir. Aynı 

zamanda kompleman aktive etme yeteneğini veya hücre döngü değişimini değerlendiren 

testlerde mevcuttur. Materyallerin biyouyumluluğunu değerlendirmek amacıyla yapılan 
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hayvan deneylerinin sayısını azaltmak için bu testler umut vericidir ancak in vivo önemi 

henüz belirlenmemiştir.56, 66 

2.3.1.4. Mutagenez Analizleri 

Biyomateryallerin hücrenin genetik materyalinde farklılıklar ortaya çıkarmasına 

genotoksite denir. Hücreler genotoksik hasarı bazı mekanizmalar yardımıyla 

onarabilirler. Genetik hasarın sonraki nesillere aktarılması programlanmış hücre 

ölümleriyle engellenebilir. Fakat genetik hasar sonraki nesillere geçerse bu etki 

mutajenite olarak adlandırılır.2 Materyalin hücrenin genetik materyaline olan etkisini 

değerlendiren analize ise mutagenez analizi denir. Bir materyal çok çeşitli mekanizmalar 

yardımıyla hücrenin genlerini etkileyebilir. Hücrenin DNA’sına doğrudan çeşitli 

mutasyonlar ile değiştiren genotoksik mutajenlerdir. Genotoksik kimyasallar ise 

kendiliğinden mutajen olabilmekte veya bu özelliğe sahip olmak için bu kimyasalların 

biyotranformasyonları veya aktivasyonları gerekli olmaktadır, bu kimyasallar ise 

promutajen olarak adlandırılır. Diğer bir mutajen tipi olan epigenetik mutajenler DNA’yı 

kendileri değiştirmeyip hücrede farklılıklara sebep olarak, hormon gibi davranarak veya 

bağışıklık sistemini değiştirerek tümör büyümesini desteklemektedir. İn vivo kanserlere 

neden olma kabiliyetine ise karsinogenez denir.56  Mutagenez testlerine örnek olarak 

Ames testi ve Stiller’in hücre dönüşüm testi verilebilir. En sık kullanılan Ames test 

metodunda genetik yapısı farklılaştırılmış bakteri türleri kullanılmaktadır. Bu bakteri 

türleri mutajenik etki karşısında çoğalırlar ve oluşan koloni sayısı da mutajenite için bir 

göstergedir.67, 68 

2.3.1.5. xCELLigence® Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (Real Time Cell 

Analysis System, RTCA) 

Hücre kültüründeki hücrelerin ölümü veya çoğalması, gerçek zamanlı hücre analiz 

sisteminde altın biyosensör mikroelektrotlar kullanılarak, hücrelerin elektrik akımına 
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gösterdikleri direnç ile sürekli ve eş zamanlı olarak ölçülmektedir (Şekil 2.3.). Bu 

sistemin hücre davranışı ve sağlığı üzerine herhangi bir zararı olmadığı bildirilmiştir. 

Hücre sayısındaki artış, direnci değiştirmektedir. Bunun sonunda gerçek zamanlı 

kantitatif bir analiz yapılabilmektedir. Aynı zamanda bu sistem için hücrenin 

işaretlenmesine gerek yoktur.69, 70 

 

Şekil 2.3. xCELLigence® gerçek zamanlı hücre analiz sisteminin çalışma mekanizması 

Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi yardımıyla hücre çoğalması ve ölümü eş 

zamanlı ve sürekli olarak kaydedilebilmekte ve elde edilen veriler grafikler halinde dijital 

ortama aktarılabilmektedir. Genel olarak bu sistem, hücre kültürü laboratuvarlarında 

hücrenin özelliğini belirleme, adezyon, reseptör aracılı sinyal iletimi, proliferasyon-

sitotoksisite tayini için kullanılmaktadır. xCELLigence® analiz sisteminin geleneksel test 

yöntemlerine göre avantajları; testlerin daha kısa sürede ve kolay yapılması, eş zamanlı 

ölçüm yapılabilmesi, daha güvenilir sonuçlar vermesi ve daha az invaziv olmasıdır.69, 70 

2.3.2. Hayvan Deneyleri 

Hayvan deneyleri bir materyalin insanlardaki toksik etkisini önceden anlamaya 

yarayan test yöntemidir. Hayvan deneylerinden genellikle fare, sıçan, Gine domuzları 

gibi hayvanlar kullanılsa da kedi, köpek, keçi, koyun ve maymunda kullanılabilmektedir. 

Bu deneylerde; hayvanların türü, cinsiyeti, yaşı, hayvanın kullanılacak materyale temas 
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süresi, maruz bırakılma şekli ve biyolojik yanıtı değerlendirilme yöntemi gibi 

değişkenleri kontrol altında tutmak zordur ve aynı zamanda etik açıdan tartışılan bir test 

yöntemidir. Diğer in vitro test yöntemleriyle karşılaştırıldığında maliyeti daha yüksek 

olup uzun zaman gerektirmesi ve yorumlanması zordur. Aynı zamanda bu testlerin 

yapılabilmesi için alınması gereken özel hayvan deneyleri sertifikaları gereklidir.54, 71 

2.3.3. Kullanım Testleri (İn vivo testler) 

Kullanım testleri hayvanlar veya gönüllü insanlar üzerinde yapılır. İnsanlar 

üzerinde uygulandığında daha çok klinik deneme olarak karşımıza çıkar. Hayvanlara 

uygulanan klinik testlerinde maymun ve köpek gibi büyük hayvanlar tercih edilir. Bu 

testlerin materyalin klinik kullanımına benzer bir şekilde uygulanması gereklidir. 54, 72 

Biyouyumluluk değerlendirmelerinde testin laboratuvar aşamalarındaki (teknik, 

zaman, yer vb.) hassasiyet ve materyalin klinik kullanımının mümkün olduğunca taklit 

edilmesi sonucun doğruluğunu etkilemektedir.56 

Bir malzemenin biyolojik uyumu ve klinik olarak faydalı olup olmayacağı 

konusunda net bir cevap veren kullanım testleri altın standarttır. Ancak oldukça pahalı ve 

zaman alıcı olan bu testlerin takibi ve değerlendirilmesi de zordur. Diş hekimliğinde 

mukozal/gingival dokular, dental pulpa ve periodonsiyum bu testlerin ana hedefleridir. 

Bu testlere örnek olarak kemik içerisinde bulunan implantların değerlendirilmesi, pulpa 

irritasyon testi, mukozal/gingival kullanım testleri verilebilir.73 

2.4. Biodentine™ 

Diş hekimliği, pulpa hasarlarından sonra dokunun tamir olabilmesini sağlamak 

için kalsiyum hidroksit, ve günümüzde kullanılan MTA ve Biodentine™ gibi yeni 

materyallerle rejeneratif tıpa öncülük etmektedir.75 MTA biyouyumluluğu ve hermetik 

kapama gibi avantajlarının yanı sıra bazı olumsuz özellikleri de bulunmaktadır. Uzun 

sertleşme süresi, renklendirme potansiyeli, manipülasyonun zor olması ve yüksek fiyat 
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dezavantajları arasında sayılabilir.76, 77 MTA’nın bu dezavantajlarının önüne geçebilmek 

amacıyla diğer kalsiyum silikat esaslı simanlar üretilmiştir. Kalsiyum silikat esaslı 

simanlar, MTA’nın kullanıldığı durumlarda uygulanabilirlik ve MTA’ya benzerlik 

göstermesi sebebiyle son yıllarda önem kazanmıştır. Son yıllarda çok sayıda çeşitli 

kalsiyum silikatlar üretilmesine rağmen, bu materyallerden biri çeşitli çalışmaların ilgi 

odağı olmuştur. Bu kalsiyum silikat esaslı materyallerden biri de, 2009 yılında ticari 

olarak piyasaya sürülen ve dentin alternatifi olarak tasarlanan Biodentine™’dir (Şekil 

2.4.).75 

 

Şekil 2.4. Biodentine™ 

 

Biodentine™, MTA’nın farklı bileşiminden oluşan ince hidrofilik toz olmak üzere 

karıştırma cihazında karıştırılan yeni bir kapsül yapısındadır.78 Hidrofilik toz bileşeni 

dikalsiyum silikat, trikalsiyum silikat, oksit dolgu maddesi, zirkonyum oksit, kalsiyum 

karbonat ve demir oksitten oluşmaktadır (Tablo 2.3.).  Materyalin esas ve ikincil yapısını 

trikalsiyum ve dikalsiyum silikat oluştururken kontrast madde olan zirkonyum oksit 
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materyale radyopaklık verir. Sıvısında ise su, kalsiyum klorür ve hidrolize edilebilir 

polimer içermektedir. Aynı zamanda ürünü diğer ürünlerden farklı kılan hızlı sertleşme 

özelliği; sıvısına kalsiyum klorit eklenmesi, sıvısının azaltılması ve parçacık boyutunun 

arttırılması ile sağlanmıştır. Biodentine™ ’nin sertleşme süresi 9-12 dak.’dan daha kısa 

sürmektedir. Bu kısa sertleşme süresi diğer kalsiyum silikat simanlara göre olumlu bir 

gelişmedir.75 Materyalin çözelti halindeyken kalsiyum salması karakterizedir. Aynı 

zamanda trikalsiyum silikat esaslı materyaller sentetik doku sıvısıyla temasa geçtiğinde 

hidroksiapatit kaynağı olurlar.79 

Tablo 2.3. Biodentine™ içeriği 

Toz İçerik Özellik 

Trikalsiyum silikat (C3S) Esas Materyal 

Dikalsiyum silikat (C2S) İkincil Materyal 

Kalsiyum karbonat ve oksit Doldurucu 

Zirkonyum oksit Radyoopak materyal 

Demir oksit Renk Pigmenti 

Sıvı İçerik Özellik 

Kalsiyum klorit Hızlandırıcı 

Suda çözünebilen polimer Su azaltıcı madde 

Su ile sertleşen simanların ana fiziksel özelliklerinden biri de baskı direncidir. 

Vital pulpa tedavilerinde tercih edilen Biodentine™ gibi ürünlerin çiğneme kuvvetlerine 

karşı dayanma kapasitelerinin yeterli olması gerekir.80 Biodentine™’nin bükülme 

dayanımı, elastiklik modülü ve Vickers sertlik gibi fiziksel özellikleri dentine benzemekle 

birlikte, bu değerler MTA’dan yüksek bulunmuştur.81 

Biodentine™’nin rezin modifiye cam iyonomer (Vitrebond) ve geleneksel cam 

iyonomer (Fuji IX) siman ile fiziksel özelliklerini karşılaştıran bir çalışmada en yüksek 

yüzey mikrosertlik değeri Biodentine™’de bulunmuştur.82 



18 

Radyoopasite retrograd dolgu veya tamir materyalinde bulunması gereken önemli 

bir özelliktir, çünkü bu materyaller genel olarak düşük kalınlıklarda kullanılır ve çevre 

dokulardan kolaylıkla ayırt edilmelidirler. Biodentine™’de bu özelliğin sağlanması için 

zirkonyum oksit ilave edilmiştir. Zirkonyum oksitin seçilme sebepleri arasında; korozyon 

direncine sahip olması, biyouyumlu olması ve uygun mekanik özellikler göstermesi 

sayılabilir.83 ISO standartlarına göre endondontik simanlar için en az radyoopasite değeri 

3 mm Al ile aynı belirlenmiştir.75 

Biodentine™’nin renk stabilitesi üzerine yapılan çeşitli çalışmalarda 6 aya kadar 

stabilitesini koruduğu ve MTA’ya göre anlamlı derecede daha az renklendiği 

gözlenmiştir.84, 85 Bunun yanı sıra Biodentine™ kullanıldığında ortamdaki kan, NaOCl ve 

klorheksidin varlığında klinik olarak belirgin bir renklenme oluştuğu tespit edilmiştir.86, 

87 

Biodentine™ materyalinin pH değerinin yüksek olduğu, mineralizasyonu uyaran 

silikon ve kalsiyum iyonlarının salınımına sebep olduğu ve ‘mineral infiltrasyon bölgesi’ 

diye isimlendirilen bir tabakayı (dentin-sement ara yüzü boyunca) oluşturduğu tespit 

edilmiştir.88 Bu ara tabaka daha iyi bir hermetik örtüleme özelliği kazandırmıştır. 

Biodentine™ materyalinin rezin modifiye cam iyonomer siman ile sızdırmazlık 

özelliklerini karşılaştıran bir çalışmada iki materyalinde sızdırmazlık özelliklerinin 

benzer olduğu görülmüştür.89 

Biodentine™’nin farklı bağlanma sistemleriyle bağlanma dayanımını 

değerlendiren çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu amaçla yapılan bir çalışmada, daimi ve 

süt dişlerinin dentinine Biodentine™ ve cam iyonomer simanın bağlanma dayanımları 

değerlendirilmiş ve hem süt hem de daimi diş grubunda cam iyonomer siman 

Biodentine™’den anlamlı derecede daha yüksek makaslama bağlanma dayanımı 
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göstermiştir. Aynı zamanda süt ve daimi diş gruplarında Biodentine™’nin bağlanma 

değerleri karşılaştırıldığında ise daimi diş grubunda daha yüksek değerler bulunmuştur.90 

Biodentine™ rejeneratif endodontide, dentini içeren restorasyonlarda, pulpa 

kuafajında, eksternal ve internal rezorpsiyonlarda, apeksifikasyon, apeksogenezis 

tedavilerinde ve endodontik cerrahide retrograd dolgu materyali olarak 

kullanılmaktadır.75 

Perforasyon, pulpa kaplaması, retrograd dolgu veya furkasyon tamir materyali 

olarak kullanılan bir dental materyalin, dental pulpa dokusu ve çevre dokular üzerindeki 

toksik etkisinin önlenmesi için materyalin biyolojik uygunluğu ve sitotoksisitesi göz 

önünde bulundurulmalıdır.88  Bu işlemler sırasında Biodentine™ direkt bağ dokusu ile 

temasta olduğundan pulpa dokusunun ve periradiküler hücrelerin canlılığını 

etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda nekroza bağlı hücre ölümü veya apoptoz meydana 

gelebilir.91 

Biodentine™ cam iyonomer siman ve beyaz MTA’nın insan gingival fibroblast 

hücreleri üzerinde kullanıldığı bir çalışmada materyallerin sitotoksisitesi değerlendirilmiş 

olup Biodentine™ ve beyaz MTA’nın sitotoksisitelerinin benzer olduğu gözlenmiş olup 

her iki materyalin de cam iyonomer simana göre sitotoksisite değerlerinin daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir.91 

2.5. Grafen 

Grafen biyolojik, fiziksel ve kimyasal özellikleriyle dikkat çeken karbon esaslı 

materyaldir (Şekil 2.5.). Grafenin şeffaf bir materyal olması ve çok iyi bir iletken olması 

atomlarının birbirine yakın olmasından kaynaklanmaktadır. Grafen yük taşıma kapasitesi 

oldukça yüksek olan bir materyaldir. Grafende bulunan elektronlar kütleleri yokmuş gibi 

hızlı hareket ederler. Grafenin ısı ve elektrik iletkenliği oldukça yüksektir. Grafen 

doğadaki en ince materyal olmasına rağmen mekanik açıdan en güçlü malzemedir.92, 93 
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Grafen birçok çalışmada umut vadetmektedir ve geleceğin materyali olarak 

düşünülmektedir.94 

 

Şekil 2.5. Grafenin çizgi gösterimi 

Doğada bulunan saf haldeki grafen hidrofobiktir.95 Organik moleküller arasındaki 

etkileşimi sağlayan grafen başta ilaç salım sistemi olmak üzere birçok alanda 

kullanılmaktadır.96 Işığın %97.7’sini geniş bir dalga boyu aralığında ileten grafen optik 

özellikleri ve elektriksel yük taşıma özellikleri bakımından çok iyi bir materyaldir. 97 

Grafenin mekanik özellikleri üzerine yapılan araştırmalar sonucunda grafenin 

mekanik olarak çelikten 100 kat daha güçlü olduğu gözlenmiştir. Aynı zamanda grafen 

esneklik açısından diğer materyallerle karşılaştırıldığında %20 daha fazla elastik 

gerilmeye sahiptir. Yüksek dayanıklılığı nedeniyle grafen, polimerik materyalin mekanik 

özelliklerini geliştirmek amacıyla kullanılmaktadır. Grafen yüksek dayanıklılık ve 

ayarlanabilir mekanik özellikleri sayesinde doku mühendisliğinde doku iskelelerinde ve 

tıbbi implantlarda kullanılmaktadır.96 

Grafen sahip olduğu kimyasal özellikleri sayesinde önemli biyolojik 

uygulamalarda kullanılmaktadır. Vücut sıvılarına ve suya karşı dayanıklı olan ve 

neredeyse saydam olan grafen, diğer atomlara karşı geçirgen olmayan bir yapıdadır.98 
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Grafen pozitif bir yüke sahiptir ve negatif yüklü nükleotitlerle etkileşime girme 

yeteneğine sahiptir. 96 

Grafen, kimyasal, ultraviyole, mikrodalga veya termal yöntemler ile elde 

edilebilmektedir. Düşük maliyet ve büyük miktarda grafen üretmenin en etkili 

yollarından biri kimyasal yöntemdir. Bu yöntemde, grafit materyaline oksidasyon işlemi 

uygulanarak fonksiyonel gruplar kazandırılmakta ve hidrofilik özelliği bulunan grafen 

oksit sentezlenmektedir. Elde edilen grafen oksit askorbik asit, sodyum bisülfit 

(NaHSO3), dimetil hidrazin, sodyum borhidrür (NaBH4), hidroik asit gibi indirgeyiciler 

ile reaksiyona girerek hidrofobik olan indirgenmiş grafen oksit elde edilir.99 Grafen oksit 

ve indirgenmiş grafen oksitin toksisitelerin karşılaştırıldığı bir çalışmada indirgenmiş 

grafen oksitin daha az toksik olduğu bulunmuştur.100 

Grafen içerikli nanomalzemelerin diş hekimliğinde kullanımı sonucunda bu 

materyallerin osteojenik farklılaşma ve hücresel biyo-mineralizasyonu uyardığı test 

edilmiş ve kanıtlanmıştır.101 Oral kaviteye grafen eklendiğinde farklılaşan ve çoğalan esas 

kök hücreler mezenkimal kök hücrelerdir. Bunun üzerine, grafen diğer kök hücreleri 

oluşturmak, farklılaştırmak ve çoğaltmak için test edilmiştir. Kimyasal buhar biriktirme 

yöntemi kullanılarak in vitro koşullarda test edilen grafenin çeşitli subtratlarla 

birleştirildiğinde insan mezenkimal kök hücrelerini çoğalttığı ve sitotoksik etkisi olmadan 

çoğaldığı bulunmuştur.102 Yapılan bu araştırmalar sayesinde, grafenin tek başına veya 

diğer dental materyallerle kombine kullanımı için yeni çalışmalara yön verilecek, 

biyomedikal faydaları ortaya konulacaktır.100 

Grafen ve grafen içerikli nanomateryallerin antibakteriyel özellikleri, 

materyallerin fiziksel-kimyasal özelliklerine, maruz kalma süresine, konsantrasyonuna ve 

testlerde kullanılan bakterilerin özelliklerine bağlıdır.103 Grafen nanokompozitlerin genel 

antibakteriyel etkisi, grafenin lipitlerden fosfolipidleri çıkararak mikroorganizmalara 
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fiziksel olarak zarar vermesi, hücre zarına nüfuz etmesi ve kesmesi ayrıca mekanik strese 

neden olan hücreleri sarabilmesi yeteneğinin sonucudur. 104 Gram negatif ve pozitif 

bakterilere karşı antibakteriyel özelliğe sahip grafenin bu etkisi doza bağımlıdır. Yüksek 

doz grafen oksit gram pozitif ve negatif bakterilerin biyofilmlerinin oluşumunu önlerken, 

düşük doz grafen oksit ise biyofilm oluşumunu arttırabilir ve istenilen etkiye ters bir 

reaksiyona sebep olabilir.105 Diş hekimliğindeki diğer grafen kullanımları da benzer 

şekilde antibakteriyel etkinin; partikül büyüklüğüne, konsantrasyona, bakteri ve 

besiyerinin türü, malzeme tipine ve testlerin koşullarına göre farklılık göstermektedir.100 

Ayrıca, grafenin oral kavitedeki antibakteriyel etkisi, alışkanlıklara, konak duyarlılığına 

ve diyetlere bağlıdır.106 

2.6. İmmünfloresan Boyama 

Mikrobiyolojik örneklerde kullanılan immünfloresan yöntemi, bir materyaldeki 

etken  (antijen) veya bu etkene karşı oluşmuş antikor varlığının floresan bileşikleri ile 

işaretli antikorlar kullanılarak araştırıldığı immünositokimyasal bir tekniktir. Bu teknik, 

hücre içerisindeki özel biyomolekül hedeflerine floresans boyaları hedeflemek için 

antikorların antijenlerine özgüllüğünü kullanır ve bu sebeple hedef yapının numune 

boyunca dağılımının görselleştirilmesini sağlar. Bu teknik öncelikle antikorların yerini 

belli etmek için floroforları kullanır.107 

İmmünofloresan boyamalarda kullanılan 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8 OHdG) 

invivo oksidatif DNA hasarı biyolojik belirteci olan bir ajandır. Birçok hastalığın 

etiyolojisindeki önemi araştırılan premutajenik özelliğe sahip 8 OHdG mutasyon ve 

kanser oluşumuna neden olabilmektedir. 108 

2.7. Total Oksidan Seviye (TOS) 

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanılarak enerjiye dönüştürülmesi 

sırasında oluşan metabolik yan ürünlerdir. Kararsız formda olan serbest radikaller kararlı 
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duruma geçerken hücrelere saldırarak hasar verirler. Antioksidanlar hücreleri hasarlardan 

korumak için serbest radikalleri nötralize eder. Zararlı serbest radikallerin nötralizasyonu 

için antioksidanlarla serbest radikaller dengede olmalıdırlar. Eğer serbest radikal seviyesi 

yükselirse oksidatif hasar oluşmaya başlar ve bu patolojik durum oksidatif stres olarak 

adlandırılır.109, 110 

Oksidatif stres bir hastalık olmayıp, hastalığı tetikleyen veya hızlandıran bir 

faktördür. Koruyu sağlık önlemleri bakımından önemli bir unsur olan oksidatif stresin 

herhangi bir semptomu bulunmadığı için ileriki dönemde teşhis ve tanı eksikliği 

nedeniyle önemli sağlık problemlerine yol açabilir. Oksidatif stres sebepleri arasında; 

toksin veya patojene maruziyet, antioksidan tampon mekanizmasında eksiklik, aşırı 

reaktif oksijen ve nitrojen türlerinin fazla üretimi, günlük metabolik ürünler, yaşam 

tarzında düzensizlik ve yoğun egzersiz sayılabilir.7, 111 

Serum ve plazmadaki farklı antioksidan konsantrasyonlarının ayrı ayrı ölçülmesi 

zaman alıcı, maliyetli olması ve karmaşık teknikler gerektirmesi bakımından pratik 

değildir. TAS ve TOS kitleri ile enzimatik olmayan tüm antioksidan ve oksidan 

molekülleri kolayca ölçülebilmektedir.112 

Oksidatif stresin toplam değerine TOS denilmektedir.113 Demir iyonu-şelatör 

kompleksi TOS kitlerindeki numunede bulunan oksidanlar tarafından demir iyonuna 

oksitlenir. Reaksiyon ortamında bulunan güçlendirici moleküller oksidasyon 

reaksiyonunu uzatırlar. Asidik ortamda kromojen ve ferrik iyon renkli bir kompleks 

oluşturur. Spektrofotometrik olarak ölçülen renk yoğunluğu, numunede bulunan toplam 

oksidan molekül miktarını yansıtır. Test kitinin kalibrasyonunda hidrojen peroksit 

kullanılır. Sonuç, litre başına mikromolar hidrojen peroksit eşdeğeri (μmol 

H2O2Equiv./L) cinsinden ifade edilir.114 
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2.8. Total Antioksidan Seviye (TAS) 

Biyolojik sıvılardaki antioksidanların, membranları ve diğer hücresel yapıları 

oksitadif hasara karşı koruma kapasitesinin bir göstergesi olarak kabul edilen seviyeye 

TAS denir.115 Plazmadaki antioksidanlar birbirleriyle olan etkileşimden dolayı daha fazla 

etki oluştururlar. Bu yüzden tek başına antioksidan ölçümü yerine daha değerli olan total 

antioksidan seviyesi değerlendirilmektedir. Çünkü bu ölçüm, serumdaki antioksidanların 

toplam aktivitesini yansıtmaktadır ve antioksidanların etkinliği hakkında daha doğru 

bilgiler vermektedir. Antioksidanların net etkisini belirlemede ve etkinlikleri hakkında 

değerlendirme yapmada TAS kullanılmaktadır.112 

Koyu mavi-yeşil renkli ABTS+ (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) 

radikali numunedeki antioksidanlar sayesinde renksiz formuna indirgenir. Numunenin 

TAS’ının belirlenmesinde spektrofotometre kullanılarak 660 nm'deki absorbans seviyesi 

değerlendirilir. Test kitinin kalibrasyonunda, stabil bir antioksidan standart solüsyon (E 

vitamini analoğu olan Trolox Eşdeğeri) kullanılır.112, 116 

2.9. ALP Testi 

ALP enzimi kemik üretiminin erken evresinde osteoblastlar tarafından salgılanır. 

ALP aynı zamanda kalsiyum fosfat minerallerinin hücre dışında birikmesi için de gerekli 

bir enzimdir. ALP, alkali ortamda moleküllerden (başta nükleik asit ve alkaloidler) fosfat 

koparılmasını da sağlar. Serumda bulunan ALP’ nin başlıca kaynağı karaciğer ve 

kemiktir.117  Odontojenik farklılaştırmanın bir belirteci olan ALP kemik yapımı sırasında 

çok yüksek konsantrasyonlarda üretilmekte, genel olarak kemik yapım etkinliği hakkında 

fikir vermektedir.118 
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3. MATERYAL VE METOT 

Bu tez çalışması TÜBİTAK (218S666) tarafından desteklenmiştir. 30.09.2021 

tarihinde Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulunun 6. 

toplantısında 64 karar numarası ile etik kurul onayı alınmış olup (EK-3), çalışma Atatürk 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında 

yürütülmüştür. 

3.1. Hücre Kültürü 

3.1.1. Pulpa Hücrelerinin Hazırlanması 

Çalışmamızda kullanılan dental pulpa kök hücreleri, Amerikan Tipi Kültür 

Koleksiyonundan (American Type Culture Collection, ATCC) elde edilmiştir. Kriyo 

tüplerdeki dondurulmuş olan DPSC hücreleri çalışmada kullanılmak üzere öncelikle 

hızlıca çözülüp 1200 rpm’de 5 dak. santrifüj (Beckman Coulter, Allegra X-30-R 

Centrifuge) edilerek süpernatant kısmı atılmıştır (Şekil 3.1.). Ardından dipte pellet 

halinde kalan hücreler %10 FBS (Fetal sığır solüsyonu, Gibco, USA), %1 antibiyotik 

(Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin B (Thermo Fisher, Germany), %89 DPSC medyum 

(Lonza, USA), %1 L-glutamin içeren taze ortam yeniden süspanse edildikten sonra 25 

cm2’lik flaska alınmıştır. Son olarak çalışmada kullanılmak üzere hücreler %5 CO2 ve 37 

oC şartlarında inkübatörde (Esco CelCulture CO2 Incubator, England) depolanmıştır 

(Şekil 3.2.). 
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Şekil 3.1. Beckman Coulter, Allegra X-30R Santrifüj Cihazı 

 

Şekil 3.2. CO2 inkübatörü 

3.1.2. Hücrelerin Çoğaltılması ve Pasajlanması 

Hücreler flaskın %85-90’lık bir alanını kapladığında PBS (Phosphate - Buffered 

Saline - Sigma, USA) solüsyonu ile yıkanmıştır. Daha sonra Tripsin-

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (%0.25 tripsin- %0.02 EDTA) (Sigma, USA) ile 
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hücreler zeminden kaldırılmış ve 1200 rpm’de 5 dak. santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

kısım atılarak hücre süspansiyonu 48 kuyucuklu kültür plakalarına 200 µl/kuyucuk 

(20.000 hücre/kuyucuk) olacak şekilde dağıtılarak 37oC’deki %5 CO2 şartlarında 

inkübasyona bırakılmıştır. Hazırlanan well-plate’te kuyucukların tabanını tamamen 

doldurup doldurmadığı inverted mikroskop (Inverted Flouresant Microscope, Leica, 

Germany) ile tespit edilmiştir (Şekil 3.3.). Hücreler %80’lik bir yoğunluğa ulaştığında 

örneklerin hazırlanması aşamasına geçilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. Leica inverted mikroskopta hücrelerin üretim kabı tabanı konfluensinin tespiti 

3.1.3. Hücre Sayımı 

Bu işlem için tripan mavisi kullanılmıştır. Tripan mavisinin ölü hücrelerin 

zarlarından kolaylıkla geçebildiği bilinmektedir. Pasajlama işleminde olduğu gibi 

öncelikle hücreler tripsin ile yüzeyden ayrılarak içerisine besi ortamı ilavesi yapılıp 1200 

rpm’de 5 dak. süreyle santrifüj edilmiştir. Aynı şekilde süpernatant uzaklaştırılarak 

hücrelere 1 ml medyum ilave edilip pipetaj yapılarak homojen dağılımı sağlanmıştır. Elde 
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edilen hücre süspansiyonundan 100 µl alınarak 400 µl PBS ilavesiyle seyreltme işlemi 

yapılmıştır. Hazırlanan hücrelerin üzerine 1 µl tripan mavisi ilave edilerek seyreltme 

işlemi yapılan hücre süspansiyonundan 10 µl alınıp thoma lamına bırakılmıştır. Işık 

mikroskobu altında canlı hücrelerin sayımı yapılmıştır. 

3.1.4. Hücrelerin Dondurulması 

Çalışmanın bu aşamasında flask içerisinde bulunan hücrelerin tripsinizasyon 

yapılarak yüzeyden ayrılması sağlanmıştır. Daha sonra santrifüj yapılan hücrelerin 

süpernatant kısımları uzaklaştırılıp hücreler taze medyum ile pipetaj yapılarak süspanse 

edilmiştir. 9:1 oranında hücre süspansiyonu: DMSO karışımının kriyo tüplere koyulması 

ile işlem sonlandırılmıştır. Kriyo tüpler kademeli olarak soğutulmuştur. Öncelikle 

+4°C’de 20 dak., -20°C’de iki saat, ardından -80°C’de 24 saat bekletilen kriyo tüpteki 

hücreler işlem sonunda sıvı azot içerisinde -196°C’de depolanmıştır. 

3.2. Örneklerin Hazırlanması 

Çalışmamızda kullanılan materyaller Biodentine™ (Septodont, Saint-Maurdes-

Fosses, France) (Şekil 3.4.) ve grafendir (Şekil 3.5.). Sadece kök hücreleri içeren grup 

negatif kontrol grubu, kök hücre ve DMSO (dimetil sülfoksit) içeren grup pozitif kontrol 

grubu olarak belirlenmiştir. Biodentine™ 2, 4, 8, 16 ve 32 µg/ml dozlarında, grafen ise 

6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 µg/ml dozlarında kullanılmıştır. Her doz için 10 kuyucuk 

kullanılmıştır. Her bir materyalin farklı dozları için MTT, TAS, TOS,  xCELLigence 

analizleri yapılmış ve ayrıca immünfloresan boyama ile hücre sayıları değerlendirilmiştir. 
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Şekil 3.4. Biodentine™ Şekil 3.5. Grafen 

Deney günü well-plate’deki tüm besi yerleri taze besi yerleriyle değiştirilmiştir. 

Materyallerin bütün konsantrasyonları üretici firmaların önerileri doğrultusunda steril bir 

kabin (Şekil 3.6) içerisinde hazırlanmıştır. Platelerdeki hücre medyumları dikkatli bir 

şekilde uzaklaştırılmıştır. Daha sonra 48’lik plate ekilen hücrelerin her kuyucuğuna 

hazırlanan dozlardan 200 µl verildi ve bu sayede kullanılacak olan materyallerin hücre 

ile doğrudan teması sağlanmıştır. Materyallerin sitotoksik ya da proliferasyon etkisini 

belirlemek amacıyla 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. 

 

Şekil 3.6. Steril Kabin 
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3.3. MTT Analizi (Sitotoksisite Analizi) 

Biodentine™ ve grafen maddelerinin oluşturduğu sitotoksisite düzeyini ölçme 

amacıyla MTT testi yapılmıştır. İlk olarak, kuyucuk başına 2x104 hücre, 200 µl DPSC 

medyumunda 48 kuyucuklu plate’lere yerleştirilmiştir. Hücreler tutunduktan sonra, etken 

maddeler ilave edilmiş ve 24 saat süreyle maruz kalmaları sağlanmıştır. Ardından hücre 

medyumu uzaklaştırılıp hazırlanmış olan MTT solüsyonu (5mg/ml) (Şekil 3.7.) 

kuyucukların her birine 10 μl ilave edilerek kuyucukların hacimleri medyum ile 100 μl’ye 

tamamlanmıştır (Şekil 3.8.). Ve 37°C’de, %5 CO2’li inkübatörde 4 saat bekletilerek MTT 

ile hücrelerin proliferasyonu gözlenmiştir. Formazan kristallerini çözmek için 

kuyucuklardaki sıvı alınarak 100 μl DMSO ilave edilmiştir. Son olarak, ölçümler 

MultiSkan GO Mikroplaka Spektrofotometresi mikroplaka okuyucusunda 570 nm’de 

alınmıştır. 

 

Şekil 3.7. MTT solüsyonu 

 



31 

 

Şekil 3.8. 48 kuyucuklu platelerdeki DPSC üzerine eklenmiş MTT solüsyonu 

3.4. LDH Analizi 

LDH seviyesinin belirlenmesi amacıyla LDH Elisa kiti (Sunlog Biotech Co., 

China) kullanılmıştır (Şekil 3.9.). Hücre kültürü plazma medyumları kullanılarak 

ölçümler gerçekleştirilmiştir. Temel olarak LDH laktik asidi katalize ederek piruvat 

üretir. Alkali solüsyonda piruvat ile 2,4-dinitrofenilhidrazin reaksiyona girerek kırmızı-

kahverengi renkli piruvat dinitrofenilhidrozon oluşturur. Oluşan renk yoğunluğu piruvat 

konsantrasyonuyla orantılıdır. Her kuyucuğa 100 µl standart çalışma solüsyonları ve 

plazma medyumu eklenip 37oC’de 90 dak. inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda 

kuyucuklardaki sıvı dökülerek her kuyucuğa 100 µl Biotinle işaretlenmiş antikor içeren 

çalışma solüsyonu ilave edilerek 37oC’ de 60 dak. inkübasyona bırakılmıştır. Ardından 

kuyucuklardaki sıvı aspire edilerek üç kez yıkama solüsyonuyla yıkanmıştır. 

Kuyucuklara 100 µl HRP konjugatı eklendi ve 37oC’de 30 dak. inkübe edilmiştir. Daha 

sonra kuyucuklardaki sıvı dökülerek beş kez yıkama solüsyonuyla yıkanmıştır. 37oC’de 

15 dak. süreyle 90 µl substrat reaktifi kuyucuklara eklenerek inkübe edilmiştir. 
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Sonrasında bütün kuyucuklara 50 µl durdurma solüsyonu eklenmiş ve 450 nm’de 

okutularak OD (optik yoğunluk) değeri belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.9. LDH kiti 

3.5. xCELLigence Analiz 

Bu analiz yönteminde E-plaka kuyucuklarına 50 µl besi yeri eklendi. DPSC 

hücreleri 50 µl içerisinde 104 hücre olacak şekilde ekilmiş ve E-plaka oda sıcaklığında 

30 dak. inkübe edilmiştir. Ardından E-plaka inkübatörde bulunan RTCA cihazının 

(ACEA Biosciences Inc., California) (Şekil 3.10) plaka bölgesine yerleştirilerek 

hücrelerin logaritmik proliferasyon durumları istenilen zaman aralıklarında gözlenmiştir. 

24 saat inkübasyon sonunda kuyucuklardaki medyum boşaltılıp sonrasında kuyucuklara 

kullanılan ilaçların farklı dozlarını içeren 100 µl besi yeri eklenmiştir. Kontrol 

kuyucuklarına ise sadece medyum ve medyum+DMSO eklenmiştir. İlaçlar eklendikten 

sonra 72 saat deney devam edilmiş ve bu sırada hücre indeksi (CI) değerlerinin ölçümü 

gerçekleştirilmiştir (Toplam 96 saat).  Hücrelerin ilaca karşı geliştirdikleri kısa süreli 

cevabı ölçmek için, hücreler ilacın eklenmesinden sonraki bir saat boyunca her 2 dak.’da 
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bir, uzun süreli hücresel cevapları gözlemleyebilmek için ise deney süresince her 30 

dak.’da bir gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 3.10. xCELLigence cihazı ve birlikte kullanılan bilgisayar 

 

3.6. İmmünofloresans Boyama 

30 dak. paraformaldehitte hücreler tespit edildikten sonra endojen peroksidazın 

inaktive edilmesi amacıyla PBS’de 5 dak. yıkanmış ve %3’lük H2O2’ de 5 dak. 

tutulmuştur. PBS’ de 5-10 dak. daha yıkanmış ve penetrasyon amacıyla 15 dak. %0.1 

Triton-X 100’de tutulduktan sonra tüm primer ve sekonder antikorlarla uyumlu olan 

protein blok kullanılarak nonspesifik zemin boyanmasını önlemek amacıyla 5 dak. 

inkubasyona bırakılmıştır. Blok solüsyonunun fazlası doku kesitleri üzerinden 

döküldükten sonra yıkanmadan primer antikor (8 OHdG Cat No: ab48508 Dilüent Oran: 

1/200)  ve kontrol grubunda PBS damlatılmıştır.  Sekonder işaretleyici olarak 

immunfloresan antikor kullanılıp (FITC Cat No: ab6785 Dilüent Oranı: 1/1000) karanlık 

ortamda 45 dak. bekletilerek ve distile su ile yıkanmıştır. Daha sonra sekonder olarak 

DNA işaretliyici mounting medyumlu DAPİ (Kat no, dilüent oranı) damlatılıp gliserin 
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eklenerek konfokal mikroskobu (Leica,Germany) ile incelendi. İncelenen örneklerden 5 

farklı bölge fotoğraf çekilerek immün pozitifliklerine göre derecelendirilmiştir. (Tablo 

3.1.) 

Tablo 3.1. Hücre hattında immünfloresans boyamaların skorlanması 

Pozitif hücre sayısı Skorlanma 

1-3 Negatif (-) 

3-7 Çok Hafif (+) 

8-13 Hafif (++) 

14-20 Orta (+++) 

21-25 Şiddetli (++++) 

25 ˂ Çok şiddetli (+++++) 

3.7. TOS ve Total Antioksidan TAS Seviyelerinin Belirlenmesi 

TAS ve TOS seviyelerinin belirlenmesi amacıyla TAS-TOS ticari kitlerinde (Rel 

Assay Diagnostics®, Gaziantep, Türkiye) (Şekil 3.11. ve 3.12.) hücre kültüründe 

hücrelerin geliştikleri plazma sıvıları kullanılmıştır. TAS ölçümünün prensibi, test edilen 

numune içeriğindeki antioksidanların mavi yeşil renge sahip ABTS+ radikalini renksiz 

forma getirmesi ile ilişkilidir. Kuyucuklardaki 18 µl’lik örnek solüsyonuna Reaktif 1 

solüsyonundan 300 µl eklendikten sonra ilk absorbans (A1) değeri 660 nm’de 

okunmuştur. Ardından 45 µl'lik Reaktif 2 solüsyonu aynı kuyucuklara eklenmiş ve oda 

sıcaklığında 10 dak. bekletildikten sonra ikinci absorbans (A2) değeri mmol Trolox 

Equiv./L cinsinden okunmuştur. 

𝑆𝑜𝑛𝑢ç =
[∆𝐴𝑏𝑠 𝐻20 − ∆𝐴𝑏𝑠 Ö𝑟𝑛𝑒𝑘]

[∆𝐴𝑏𝑠 𝐻20 − ∆𝐴𝑏𝑠 𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑡]
 

A2-A1= Örneğin, standardın veya H20’nun ΔAbs’si 
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Şekil 3.11. TAS kiti 

TOS düzeyi ölçümün prensibi numune içeriğindeki oksidanların ferröz iyon 

şelatör kompleksinin ferrik iyonuna kümülatif olarak oksitleyen oksidan 

mekanizmasından yola çıkarak asidik ortamda ferrik iyonlarının turuncu rengi ile 

kompleks meydana getirmesi temeline dayanmaktadır. Spektrofotometrik ölçümlerde 

örnekteki oksidan moleküllerle doğru orantılı olarak absorbans değerleri değişmektedir. 

Kuyucuklardaki 45 µl’lik plazma örneği solüsyonuna Reaktif 1 solüsyonundan 300 µl 

eklendikten sonra ilk absorbans değeri 530 nm’de okunmuştur. Ardından 15 µl'lik Reaktif 

2 solüsyonu aynı kuyucuklara eklenmiş ve oda sıcaklığında 10 dak. bekletildikten sonra 

ikinci absorbans değeri mmol Trolox Equiv./L cinsinden okunmuştur. 

𝑆𝑜𝑛𝑢ç =
∆𝐴𝑏𝑠 Ö𝑟𝑛𝑒𝑘

∆𝐴𝑏𝑠 𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑡
𝑥10∗ 

A2-A1 = Örneğin veya standardın ΔAbs’si 

∗ Standartın Konsantrasyonu 
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Şekil 3.12. TOS kiti 

3.8. ALP Aktivite Testi 

ALP seviyesinin belirlenmesi amacıyla ALP ELISA kiti (Elabscience, USA) 

kullanılmıştır (Şekil 3.13.). Hücre kültürü plazma medyumları kullanılarak ölçümler 

gerçekleştirilmiştir. Temel olarak ALP benzen disodyum fosfatı ayrıştırarak serbest fenol 

ve fosforik asidi üretir. Alkali solüsyonda fenol ile 4-aminopirlin tepkimeye girerek 

potasyum ferrisiyanür katalizörlüğünde oksitlenerek kırmızı kinon üretir. ALP enzim 

aktivitesi, OD (optik yoğunluk) değeri ölçülerek dolaylı olarak hesaplanır. 37 oC’de 

kuyucuklara 100 µl standart ve hücre solüsyonları eklenip 90 dak. inkübe edilmiştir. 

Kuyucuklarda bulunan sıvı inkübasyon sonunda döküldü ve her kuyucuğa 100 µl Biotinle 

işaretlenmiş antikor içeren çalışma solüsyonu ilave edilerek 37 oC’de 60 dak. 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra kuyucuklardaki sıvı aspire edilerek yıkama 

solüsyonuyla 3 kez yıkanmıştır. Kuyucuklara 100 µl HRP konjugatı eklenip 37 oC’de 30 

dak. inkübe edilmiştir. Ardından kuyucuklardaki sıvı boşaltılarak yıkama solüsyonuyla 5 

kez yıkanmıştır. 90 µl substrat reaktifi kuyucuklara eklenmiş ve 37 oC’de 15 dak. süreyle 
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inkübasyona bırakılmıştır. Sonrasında her kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu eklenmiş 

ve 450 nm’de okutularak OD (optik yoğunluk) değeri belirlenmiştir. 

 

Şekil 3.13. ALP kiti 

3.9. İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada kullanılan istatistiksel değerlendirmeler GraphPad Prism 8.0a for 

Mac OS X (GraphPad Software, Inc., La Jolia California, ABD) istatistik programında 

%5 önem seviyesinde gerçekleştirilmiştir. MTT, TAS, TOS, LDH ve ALP verilerinin 

analizlerinde tek yönlü varyans analizi (One Way ANOVA) ile değerlendirilmiştir. 

Analizlerde gruplar arası farklılığı belirlemede ise LSD testi kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. MTT Analizi 

DPSC üzerine farklı dozlarda uygulanan Biodentine™ ve grafenin 24 saat sonunda 

MTT analiz yöntemi ile sitotoksik etkileri belirlenmiş ve hücre canlılık oranları 

Tablo 4.1’de verilmiştir (Şekil 4.1). Biodentine™ materyali için artan dozlarla beraber 

hücre canlılık oranlarının azaldığı gözlenmiştir. Grafen 6.25 µg/ml dozunda en düşük 

hücre canlılık oranını sergiledikten sonra en yüksek hücre canlılığına 12.5 µg/ml dozunda 

ulaşmış ve artan diğer dozlarında ise bir azalış sergilemiştir. Biodentine™ 2 µg/ml 

grubundaki hücre artışı oranı pozitif kontrol grubuna kıyasla anlamlı iken, Biodentine™ 

16 ve 32 µg/ml gruplarının negatif kontrol grubuna kıyasla düşük hücre canlılık oranı 

sergilemeleri istatistiksel olarak anlamlı farklılık oluşturmuştur (p<0.05). Grafen 12.5 

µg/ml grubundaki hücre artış oranı pozitif kontrol grubuna kıyasla anlamlı bulunmuştur. 

Ayrıca grafen 6.25-50-100 µg/ml gruplarındaki hücre canlılık oranlarındaki azalış hem 

negatif hem de pozitif kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

oluşturmuştur (p<0.05). En fazla hücre canlılık oranı sergileyen Biodentine™ 2 µg/ml ve 

grafen 12.5 µg/ml gruplarındaki hücre artış oranları arasında ise istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir (p=0.59). 

Tablo 4.1. DPSC hücrelerinde 24 saat sonra elde edilen MTT analizi sonuçları 

Grup Ortalama ± Standart Sapma 

Negatif kontrol 100 ± 0 

Pozitif kontrol 91 ± 3.4 

Biodentine™ 2 µg/ml 103 ± 5 

Biodentine™ 4  µg/ml 97.6 ± 6.4 

Biodentine™ 8  µg/ml 98.1 ± 5.8 

Biodentine™ 16 µg/ml 86 ± 9.6 

Biodentine™ 32 µg/ml 86.1 ± 6.1 

Grafen 6.25 µg/ml 60.2 ± 10.8 

Grafen 12.5 µg/ml 106.6 ± 16.8 

Grafen 25 µg/ml 98.6 ± 4.7 

Grafen 50 µg/ml 76.7 ± 8.5 

Grafen 100 µg/ml 80.2 ± 2.7 
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Şekil 4.1.  Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarının 24 saatlik MTT analizi sonuçları 
* p<0,05 negatif kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık 

4.2. LDH Testi 

Biodentine™ ve grafenin DPSC üzerindeki sitotoksitelerinin belirlenmesinde 

kolorimetrik sitotoksite değerlendirme yöntemi olan LDH testinin 24 saatlik sonuçları 

Tablo 4.2.’de verilmiştir (Şekil 4.2.). Biodentine™ gruplarının dozları arttıkça ortalama 

LDH aktivitesinde bir artış gözlenmiştir. Grafen gruplarının tamamı ise negatif kontrol 

grubundan yüksek ortalama LDH aktivitesine sahiptir. Negatif kontrol grubundan daha 

düşük LDH aktivitesi sadece Biodentine™ 2 µg/ml grubunda tespit edilmiştir (p<0,05). 

Biodentine™ 2 µg/ml, Biodentine™ 4 µg/ml, grafen 12.5 µg/ml ve grafen 25 gruplarının 

pozitif kontrol grubundan düşük LDH aktivitesi sergilemeleri istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0.05). Ayrıca bu dört grubun ortalama LDH aktivite seviyeleri arasında 

da istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar mevcuttur (p<0.05). 
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 Tablo 4.2. DPSC hücrelerinde 24 saat sonra elde edilen LDH analizi sonuçları 

Grup Ortalama ± Standart Sapma 

Negatif kontrol 13.8 ± 0.5 

Pozitif kontrol 16.1 ± 0.5 

Biodentine™  2 µg/ml 12.8 ± 0.3 

Biodentine™  4  µg/ml 13.7 ± 0.4 

Biodentine™  8  µg/ml 14.6 ± 0.4 

Biodentine™  16 µg/ml 15.8 ± 0.4 

Biodentine™  32 µg/ml 16.7 ± 0.3 

Grafen 6.25 µg/ml 17 ± 0.3 

Grafen 12.5 µg/ml 15.6 ± 0.3 

Grafen 25 µg/ml 14.8 ± 0.5 

Grafen 50 µg/ml 16.1 ± 0.6 

Grafen 100 µg/ml 17.8 ± 0.6 

  

Şekil 4.2. Kontrol ve çalışma gruplarının 24 saat sonundaki LDH değerleri 
* p<0.05 negatif kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, # p<0.05 pozitif kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık 

4.3. xCELLigence Analizi 

Biodentine™’nin farklı dozlarının DPSC proliferasyonu üzerine olan etkisinin 

belirlenmesi için her bir doz xCELLingence cihazında üç kuyucukta 72 saat boyunca 

takip edilmiştir. Farklı Biodentine™ dozlarına ait üçer farklı kuyucuktan elde edilen 
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empedans değerlerinin ortalamaları grafiklerde hücre indeksi olarak verilmiştir. DPSC 

üzerine 24. saatte Biodentine™’nin farklı dozları eklendikten sonra takip eden 72 saat 

boyunca hücre indekslerinde gözlenen değişim Şekil 4.3.’de verilmiştir. Hücre 

indekslerindeki değişimin kontrol grubuna kıyasla değerlendirildiği standardize edilmiş 

hücre indeks değişimi ise Şekil 4.4’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.3. 96 saatlik Biodentine™ xCELLigence sonuçları (ilaçlar ve kimyasallar 24 saat 

sonunda kültür ortamına eklenmiştir). 
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Şekil 4.4. Saatteki hücre indeks değerleri ve pozitif kontrol grubuna kıyasla her bir gruba 

ait hücre indeks değerleri dağılımı 

Farklı dozlardaki Biodentine™ DPSC üzerine eklendikten sonraki ilk 48 saat 

boyunca DPSC hücreleri bir artış sergileyerek 72. saatte en yüksek hücre indeks değerine 

ulaşmış ve 96. saate doğru bir azalış sergilemiştir. Biodentine™ 2 µg/ml, Biodentine™ 4 

µg/ml ve Biodentine™ 8 µg/ml grupları negatif kontrol grubundan yüksek hücre indeks 

değerleri sergilemişlerdir. Biodentine™ 16 µg/ml ve Biodentine™ 32 µg/ml grupları ise 

sadece pozitif kontrol grubundan yüksek hücre indeks değerlerine sahiptir. 84. saatten 

sonra hücre indeks değeri bakımından Biodentine™ 16 µg/ml ve Biodentine™ 32 µg/ml 

grupları pozitif kontrol grubundan, Biodentine™ 8 µg/ml grubu ise negatif kontrol 

grubundan daha düşük değerler sergilemiştir. 96. saatte sadece Biodentine™ 2 µg/ml ve 

Biodentine™ 4 µg/ml grupları kontrol gruplarından yüksek hücre indeks değerine sahiptir. 

DPSC üzerine 24. saatte grafenin farklı dozları eklendikten sonra takip eden 72 

saat boyunca hücre indekslerinde gözlenen değişim Şekil 4.5.’de, standardize edilmiş 

hücre indeks değişimi ise Şekil 4.6.’da verilmiştir. DPSC hücrelerine farklı dozlardaki 

grafen eklendikten sonraki ilk 48 saat boyunca DPSC hücrelerinde bir artış gözlenmiş, 
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72. saatte en yüksek hücre indeks değerine ulaşılmış ve 96. saate doğru bir azalma 

gözlemlenmiştir. Deney süresince en yüksek hücre indeks değerleri grafen 12,5 µg/ml 

grubunda gözlenmiştir. Grafen 6.25 µg/ml grubu kontrol gruplarından daha yüksek hücre 

indeks değeri sergilemiş ancak 94. saatten sonra negatif kontrol grubunun altında 

kalmıştır. Grafen 25 µg/ml grubu pozitif kontrol grubuyla benzer bir hücre indeks değeri 

dağılımına sahiptir. Grafen 50 µg/ml grubunda 72. saatten sonra negatif kontrol 

grubundan 94. saatten sonra da pozitif kontrol grubundan daha düşük değerler 

gözlenmiştir. Grafen 100 µg/ml grubu negatif kontrol grubundan daha düşük hücre indeks 

değerine sahip olup 85. saatten sonra pozitif kontrol grubundan da düşük değerler 

sergilemiştir. 

 

 

Şekil 4.5. 96 saatlik grafen xCELLigence sonuçları (ilaçlar ve kimyasallar 24 saat 

sonunda kültür ortamına eklenmiştir). 
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Şekil 4.6. Saatteki hücre indeks değerleri ve pozitif kontrol grubuna kıyasla her bir gruba 

ait hücre indeks değerleri dağılımı 

Tablo 4.3. Materyallerin negatif kontrol grubuna kıyasla materyaller eklendikten sonraki 

24, 48 ve 72 saatteki xCELLigence hücre indeks sonuçları 

Materyal Relative Hücre İndeksi (CI) 
 

24 saat 48 saat 72 saat 

Negatif Kontrol 1 1 1 

Pozitif kontrol 1.04 1.36 1.1 

Biodentine™ 2  µg/ml 1.13 1.5 1.28 

Biodentine™ 4  µg/ml 1.11 1.42 1.24 

Biodentine™ 8  µg/ml 1,12 1.46 1.01 

Biodentine™ 16  µg/ml 1.06 1.11 0.91 

Biodentine™ 32  µg/ml 1.06 1.1 0.93 

Grafen 6.25  µg/ml 1.14 1.52 1.07 

Grafen 12.5  µg/ml 1.13 1.62 1.39 

Grafen 25  µg/ml 1.06 1.37 1.11 

Grafen 50  µg/ml 1.14 1.34 0.97 

Grafen 100  µg/ml 1.04 1.13 0.88 

DPSC üzerine uygulanan materyallerin farklı dozlarının negatif kontrol grubuna 

göre standardize edilmiş 24., 48. ve 72. saatteki hücre indeks değişimleri Tabloda 4.3.’de 

verilmiştir. 48. saatteki Biodentine™ 2 µg/ml, Biodentine™ 4 µg/ml ve Biodentine™ 8 
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µg/ml grupları ile grafen 6.25 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml grupları yüksek hücre indeks 

değerlerine sahip oldukları gözlenmektedir. 72. saat sonunda ise Biodentine™ 2 µg/ml, 

Biodentine™ 4 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml grupları diğer gruplardan daha yüksek hücre 

indeks değerleri sergilemişlerdir. 

4.4. İmmunfloresan İnceleme 

Deney gruplarının DPSC hücre hattındaki 8 OHdG immunfloresans boyama 

görüntülerinin boyama sonucu immun pozitifliklerine göre değerlendirilmesi 

Tablo 4.4.’de verilmiştir (Şekil 4.7. ve 4.8.). Oksidatif DNA hasarının bir göstergesi olan 

8 OHdG immunfloresans boyama miktarı en fazla pozitif kontrol grubunda çok şiddetli 

olarak değerlendirilmiştir. Uygulanan materyal gruplarının bütün dozlarında pozitif 

kontrol grubundan daha düşük immünfloresans boyama mevcut olup artan dozlarla 

birlikte immunfloresans boyama miktarının artarak pozitif kontrol grubuna yaklaştığı 

gözlenmiştir. En başarılı antioksidatif etkiye sahip grup negatif kontrol grubuna benzer 

negatif boyama gözlenen Biodentine™ 2 µg/ml olmuştur. Grafen materyalinde de en iyi 

sonuç çok hafif immün boyama sergileyen 6.25 µg/ml konsantrasyonunda elde edilmiştir. 

Tablo 4.4. İmmunfloresans görüntülerin değerlendirme skorları 

 Skor Sonuçlar 

Biodentine™ 2 µg/ml 0 Negatif (-) 

Biodentine™ 4 µg/ml 3 Orta (+++) 

Biodentine™ 8 µg/ml 3 Orta (+++) 

Biodentine™ 16 µg/ml 4 Çok şiddetli (+++++) 

Biodentine™ 32 µg/ml 4 Çok şiddetli (+++++) 

Grafen 6.25 µg/ml 1 Çok Hafif (+) 

Grafen 12.5 µg/ml 2 Hafif (++) 

Grafen 25 µg/ml 2 Hafif (++) 

Grafen 50 µg/ml 3 Orta (+++) 

Grafen 100 µg/ml 4 Şiddetli (++++) 

Pozitif kontrol  5 Çok şiddetli (+++++) 

Negatif Kontrol 0 Negatif (-) 
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Şekil 4.8. Deney gruplarının DPSC hücre hattındaki 8 OHdG immunfloresans boyama 

görüntülerinin değerlendirme skorları 

4.5. TAS Analizi 

DPSC üzerine farklı dozlarda Biodentine™ ve grafen uygulamalarının 24 saat 

sonundaki antioksidan seviyeleri TAS analiz yöntemi ile belirlenmiş ve Tablo 4.5’de 

gösterilmiştir (Şekil4.9). Çalışma gruplarımızdaki materyallerin hepsi kontrol 

gruplarından yüksek antioksidan seviyeye sahip olup sadece grafen 6.25 µg/ml grubu 

negatif kontrol grubundan düşük ortalama antioksidan seviyeye sahiptir. Biodentine™’nin 

bütün dozlarının kontrol gruplarına kıyasla daha yüksek antioksidan seviyeye sahip 

olması istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). Grafen gruplarında ise sadece 

grafen 12.5 µg/ml grubunda pozitif kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış gözlemlenmiştir (p<0.05). Biodentine™’nin bütün dozlarının grafen grupları 

içerisinde en yüksek antioksidan seviyesine sahip 12.5 µg/ml grubundan yüksek 

antioksidan seviyeye sahip olması istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05). 
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Tablo 4.5. DPSC hücrelerinde 24 saat sonra elde edilen TAS analizi sonuçları 

Grup Ortalama ± Standart Sapma 

Negatif kontrol 1.3 ± 0 

Pozitif kontrol 1.2 ± 0.2 

Biodentine™  2 µg/ml 1.8 ± 0.1 

Biodentine™  4  µg/ml 1.8 ± 0 

Biodentine™  8  µg/ml 2.1 ± 0.2 

Biodentine™  16 µg/ml 2 ± 0.1 

Biodentine™  32 µg/ml 2 ± 0 

Grafen 6,25 µg/ml 1.2 ± 0.2 

Grafen 12,5 µg/ml 1.4 ± 0 

Grafen 25 µg/ml 1.3 ± 0.2 

Grafen 50 µg/ml 1.3 ± 0.2 

Grafen 100 µg/ml 1.3 ± 0.2 

 

 

Şekil 4.9. Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarının 24 saatlik TAS analizi sonuçları 
* p<0,05 negatif kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık 

4.6. TOS Analizi 

DPSC üzerine farklı dozlarda Biodentine™  ve grafen uygulamalarının oksidan 

seviyeleri TOS analiz yöntemi ile 24 saat sonunda belirlenmiş ve Tablo 4.6.’da 

gösterilmiştir (Şekil 4.10.). Biodentine™ gruplarının dozları arttıkça ortalama oksidan 
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seviyesi miktarında da bir artış gözlenmiştir. Grafenin en yüksek ve en düşük dozlarında 

en yüksek ortalama oksidan seviyesi izlenmiştir. Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 

12.5 µg/ml gruplarının pozitif kontrol grubuna göre daha düşük oksidan seviye 

sergilemesi istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). Biodentine™ 16 µg/ml,  Biodentine™ 

32 µg/ml, grafen 6.25 µg/ml ve grafen 100 µg/ml gruplarının kontrol gruplarından yüksek 

ortalama oksidan seviyesine sahip olmaları istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05). En düşük oksidan seviyeye sahip Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml 

gruplarının ortalama oksidan seviyeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (p=0.34). 

Tablo 4.6. DPSC hücrelerinde 24 saat sonra elde edilen TOS analizi sonuçları 

Grup Ortalama ± Standart Sapma 

Negatif kontrol 7.3 ± 1.6 

Pozitif kontrol 8.3 ± 1.4 

Biodentine™  2 µg/ml 6.4 ± 0.3 

Biodentine™  4  µg/ml 6.8 ± 0.6 

Biodentine™  8  µg/ml 8.3 ± 1.4 

Biodentine™  16 µg/ml 10.7 ± 2.5 

Biodentine™  32 µg/ml 11.2 ± 1.7 

Grafen 6.25 µg/ml 13.5 ± 1.1 

Grafen 12.5 µg/ml 5.7 ± 0.4 

Grafen 25 µg/ml 7 ± 0.8 

Grafen 50 µg/ml 7 ± 0.8 

Grafen 100 µg/ml 11.4 ± 0.5 
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Şekil 4.10. Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarının TOS analizi sonuçları 
* p<0,05 negatif kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık 

ALP Testi 

Biodentine™ ve grafenin farklı dozlarının DPSC üzerindeki odontojenik 

aktiviteleri, odontojenik farklılaşmanın bir belirteci olan ALP aktivite testi ile belirlenmiş 

ve sonuçları Tablo 4.7.’de verilmiştir. (Şekil 4.11.). Materyaller incelendiğinde 

Biodentinde™ 4 µg/ml ve grafende ise 12.5 µg/ml dozlarından sonra artan dozla birlikte 

ALP enzim aktivitesinde bir azalma gözlenmiştir. Çalışma gruplarının tamamında ALP 

enzim seviyelerinin pozitif kontrol grubundan daha yüksek olması istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık oluşturmuştur (p<0.05). Biodentine™ 2 µg/ml ve Biodentine™ 

4 µg/ml gruplarının her iki kontrol grubundan da yüksek ortalama ALP enzim 

seviyelerine sahip olması istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.05). Grafen 50  µg/ml ve 

grafen 100 µg/ml grupları ise negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak daha düşük 

ortalama ALP enzim seviyelerine sahiptir (p<0.05). En yüksek ALP enzim aktivitesi 

sergileyen Biodentine™ 4 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml gruplarının ortalama ALP enzim 

seviyeleri arasındaki istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamaktadır (p=0.16). 
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Tablo 4.7. DPSC hücrelerinde 24 saat sonra elde edilen ALP analizi sonuçları 

Grup Ortalama ± Standart Sapma 

Negatif kontrol 3.8 ± 0.2 

Pozitif kontrol 2.4 ± 0.4 

Biodentine™  2 µg/ml 4.3 ± 0.5 

Biodentine™  4  µg/ml 4.3 ± 0.4 

Biodentine™  8  µg/ml 3.8 ± 0.5 

Biodentine™  16 µg/ml 3.8 ± 0.4 

Biodentine™  32 µg/ml 3.4 ± 0.4 

Grafen 6.25 µg/ml 3.7 ± 0.4 

Grafen 12.5 µg/ml 4 ± 0.3 

Grafen 25 µg/ml 3.9 ± 0.3 

Grafen 50 µg/ml 3.2 ± 0.3 

Grafen 100 µg/ml 2.9 ± 0.3 

  

 

Şekil 4.11. Çalışma ve kontrol gruplarının ALP enzim aktivite değerleri. 
* p<0.05 negatif kontrol grubuna göre anlamlı farklılık, # p<0.05 pozitif kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılık 
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5. TARTIŞMA 

Diş hekimliğinde pulpanın canlı olarak korunmasına yönelik olan vital pulpa 

tedavileri dişin uzun süre ağızda kalmasını sağlayan önemli bir tedavi yaklaşımıdır. Vital 

pulpa tedavilerinin amacı odontoblast adı verilen özel hücrelerden meydana gelen ve 

mezenkimal orjinli bir doku olan pulpa dokusunu içeren pulpa- dentin kompleksinin 

canlılığının korunmasıdır. Bu tez çalışmasında grafenin dental pulpa kök hücreleri 

üzerindeki rejeneratif kapasitelerinin test edilmesi ve vital pulpa tedavilerinde kullanılan 

materyallere alternatif olup olamayacağının ortaya konulması amaçlanmıştır. Restoratif 

dental materyallerin toksik etkilerinin yanı sıra enflamasyonu sınırlandırma ve tersiyer 

dentinogenezis mekanizmasını indükleme yetenekleri ile dokular üzerindeki 

biyoaktivitelerinin incelenmesi de oldukça önemlidir. 119 Çalışmamızda çocukların dental 

tedavileri arasında büyük öneme sahip vital pulpa tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa 

kuafajı amacıyla kullanılan Biodentine™ ve kök hücrelerin farklılaşmasını etkileyen 

grafen materyalinin insan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve 

odontojenik farklılaşma kapasiteleri üzerine olan etkileri incelenmiştir. Çalışma 

materyallerinden Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml’lik konsantrasyonlarında 

insan DPSC’si üzerinde başarılı sonuçlar elde edilmiştir. 

Biodentine™  trikalsiyum silikat (Ca3SiO5) esaslı inorganik restoratif ticari bir 

simandır ve 'biyoaktif dentin’ olarak tanıtılmaktadır. Materyalin, MTA ve Bioagregat gibi 

diğer trikalsiyum silikat simanlarına kıyasla daha iyi fiziksel ve biyolojik özelliklere sahip 

olduğu iddia edilmektedir.81 Biodentine™, kök perforasyonları, apeksifikasyon, 

rezorpsiyonlar, retrograd dolgular, pulpa kuafaj prosedürleri ve dentin replasmanı gibi 

çeşitli klinik uygulamalarda kullanılır. Biodentine™'nin biyouyumluluğu ile ilgili şimdiye 

kadar yapılan çalışmaların verilerine göre genellikle sitotoksik bulunmamıştır.75  Son 

yıllarda, karbon nanotüpler, grafen ve bor nitrür nanotüpler dahil olmak üzere düşük 
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boyutlu nanomalzemelere olan ilgi, uygun biyouyumlulukları, geniş yüzeye özgü alanları 

ve yüksek mekanik özellikleri nedeniyle artmıştır.120 Grafen konjuge sp2 karbon 

atomlarından oluşan tek bir atomik tabakadır. Grafen, karbon atomları arasındaki bağların 

esnekliği nedeniyle şu ana kadar var olan en ince, en güçlü ve en sert malzeme olabilir.121 

Grafen, biyomalzemelerin fiziksel, mekanik ve biyolojik özelliklerini geliştirmek için 

kullanılabilir.122-124 Kolayca işlevselleştirilebildiği için, grafen ayrıca biyomedikal 

uygulamalarda (örneğin biyosensörler, ilaç ve gen dağıtımı için nano taşıyıcılar ve hücre 

görüntüleme ve kanser için fototerapi cihazları) kullanılmaya başlanmıştır. Grafen 

nispeten saf bir biçimde sentezlenebildiğinden ve ayarlanabilir bir yüzey sunduğundan, 

mezenkimal kök hücreler, nöronal kök hücreler, uyarılmış pluripotent kök hücreler ve 

diğerleri gibi hücrelerle deneyler için ilginç bir substrat olarak ortaya çıkmıştır.105,125-127 

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamızda bu iki materyali kullanarak hücre proliferasyonu, 

oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma bakımından insan DPSC’si üzerindeki etkilerini 

araştırdık. 

Diş hekimliğinde kullanılan restoratif materyaller, ağız içinde farklı dokular (dil, 

periodonsiyum, yanak, mine, pulpa- dentin kompleksi) ile temas halindeyken çeşitli lokal 

reaksiyonlar oluşturabilmektedir. Restoratif materyaller üzerinde yapılan biyouyumluluk 

araştırmaları sonucunda dokularda meydana gelebilecek lokal toksik etkiler 

değerlendirilebilmektedir. Materyallerin canlı dokularla temas halindeyken sistemik veya 

lokal toksisite (karsinojenik, alerjik ve mutajenik etkiler gibi doku reaksiyonları) 

göstermemesi olarak tanımlanan biyouyumluluk materyalin fonksiyonuna, tipine ve 

uygulandığı bölgeye göre farklılık göstermektedir.52, 54 Özellikle çocuklardaki dental ve 

orofasiyal sorunların çözümünü amaçlayan çocuk diş hekimliğinde restoratif amaçla 

kullanılan, dokularla direkt veya indirekt olarak temas halinde bulunan materyallerin 

biyouyumlu olması gerekmektedir. Diğer yandan diş hekimliğinde kullanılan restoratif 
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materyallerin mekanik özellikleri hakkında oldukça fazla literatür bilgisi mevcutken, 

biyolojik etkileri hakkındaki veriler nispeten sınırlıdır.128 

Diş hekimliğine ilişkin araştırmalarda dental pulpa, apikal papilla, kemik iliği, 

periost, tükürük bezi ve yağ dokusu kaynaklı kök hücreler kullanılmakta olup yeni 

materyallerin biyolojik etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla farklılaşma yeteneği 

bakımından farklı hücre popülasyonu içeren ve dentin tamirinde rol oynayan 

DPSC’lerden sıklıkla yararlanılmaktadır.129, 130  Gronthos ve ark. tarafından 2000 yılında 

yapılan bir çalışmada üçüncü büyük azı dişinden elde edilen DPSC hücrelerinin in vitro 

ortamda osteoblastik ve kondrositik hücrelere, in vivo ortamda ise odontoblastik 

hücrelere farklılaştığı belirtilmiştir.45 Genel olarak kök hücrelerin rejenerasyon ve 

farklılaşma yetenekleri bulunmaktadır. DPSC ’nin esas görevi ise hasar görmüş dişlerde 

rejenerasyon yeteneğini kullanarak bulunduğu dokuyu onarmak ve dokunun 

devamlılığını sürdürmektir.  Ayrıca DPSC’nin elde edilmesinin kolay olması, etik açıdan 

problem yaratmaması, tekrar kullanılmasının mümkün olması gibi avantajları 

mevcuttur.22, 32 Çalışmamızda da endodontik amaçlı kullanılması planlanan Biodentine™ 

ve grafenin pulpa dokusu üzerine olan etkisini değerlendirmek amacıyla DPSC’ler 

üzerinde çalışılmıştır. 

Günümüzde yeni bir materyalin biyouyumluluğunun belirlenmesi amacıyla in 

vitro testler, hayvan deneyleri ve in vivo testler (kullanım testleri) yapılmaktadır. Hayvan 

deneyleri ve in vivo testleri maliyetli olduklarından ve uzun zaman gerektirdiğinden 

dolayı dental restoratif materyallerin in-vitro koşullardaki biyolojik özelliklerinin 

belirlenmesinde genellikle hücre kültürü çalışmaları kullanılmaktadır.52, 53 

Sitotoksisite, uygulanan materyalin dozuna ve maruziyet süresine bağlı olarak 

hücrenin yapısında ve fonksiyonunda meydana gelen hasar olarak tanımlanmaktadır.3 Bir 

materyalin sebep olduğu hücre ölümü,  materyale maruz kalmadan önceki ve sonraki 
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hücre sayısı ölçülerek değerlendirilmektedir.52 Sitotoksisite testleri hücre canlılığı, 

ölümü, organelleri, bölünmesi, membranı ve protein veya DNA sentezi, hakkında detaylı 

bilgiler verir.2, 131 Bu testler dört ana başlık altında toplanabilir: Canlılığı değerlendiren 

testler (nötral kırmızı testi, tripan mavisi testi, floresan metodu), hücre çoğalmasını 

değerlendiren testler (bromodeoksiuridin immunohistokimyasal teknik, 3H-timidin test), 

metabolik sitotoksisite değerlendirme testleri (MTT testi, alamar mavisi testi, LDH testi) 

ve yaşamı değerlendiren testler (düşük hücre yoğunluğunda koloni oluşturma düzeyinin 

belirlenmesi).2, 132 Bu çalışmada da dental materyallerin sitotoksisitesinin 

belirlenmesinde MTT testi, LDH analizi ve xCELLigence® sistemi kullanılmıştır. 

Kullanılan materyallerin sitotoksisite sonuçlarının belirlenmesinde MTT testi ve LDH 

analizi sonuçları birbirlerini desteklemeleri amacıyla yapılmıştır. xCELLigence® sistemi 

ise gerçek zamanlı hücre indeksini gözlemlemek amacıyla kullanılmıştır. 

MTT gibi geleneksel yöntemlerde hücre çoğalması ve hücre ölümleri 

belirlenirken, hücrelerden belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak biyokimyasal 

ölçümler yapılmaktadır. Günümüzde hücre kültüründe meydana gelen hücre çoğalmaları 

ve ölümleri, eş zamanlı ve devamlı bir şekilde, hücrelerin elektrik akımına karşı 

gösterdikleri direncin (empedans) belirlenmesiyle xCELLigence® gibi sistemlerden 

yararlanılarak ölçülebilmektedir.133  MTT ve LDH analizlerinin 24-48 ve 72 saatlik 

sonuçlarını kesitsel olarak almak yerine hücre canlılığını gerçek zamanlı olarak takip 

eden bir test yöntemi olan xCELLigence® analizi kullanımı tercih edildiği için MTT ve 

LDH analizlerinin sadece 24 saatlik test sonuçları elde edilmiştir. 

Mosmann tarafından ilk kez 1983 yılında uygulanan MTT testi, sitotoksisitenin 

değerlendirilmesi için diş hekimliğinde sık kullanılan pratik bir metottur.134-136 

Mitokondri fonksiyonu hasar görmemiş canlı hücrelerin boyanma esasına dayanan MTT 

testinin temelinde mitokondriyal dehidrogenaz enziminin canlı hücrelerde sarı renkli suda 
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çözünebilir bir maddeyi, koyu mavi renkli formazan kristallerine dönüştürme söz 

konusudur.62, 137 Basit ve kolay ulaşılabilir bir test yöntemi olan MTT analizinde oluşan 

formazan kristallerinin miktarı, canlı hücre miktarıyla doğrudan orantılıdır.138, 139 Bu 

çalışmada da hücre çoğalması ve sitotoksisitenin değerlendirilmesi konusunda hassas ve 

kullanışlı bir yöntem olan MTT testi kullanılarak Biodentine™ ve grafenin DPSC 

üzerindeki biyouyumluluğu değerlendirilmiştir.140 

Zanini ve ark.141  ölümsüzleştirilmiş fare dental pulpa kök hücreleri (OD-21) 

üzerine 1mg/ml konsantrasyonundaki Biodentine™ eklendikten sonraki 2. günde MTT 

testi ile değerlendirilen hücre canlılığında bir düşüş olduğunu, 3. ve 5. günlerde ise bir 

artış olduğunu belirtmişlerdir. Araştırmacılar 2. gündeki düşüşün sebebini pH artışının 

fazla olmasına ve ortama salınan Ca+2 iyonlarının toksik etkiye neden olmasına 

bağlamışlardır. Araştırmacıların sonuçlarından farklı olarak bu çalışmadaki 

xCELLigence analizine göre hücre indeksinde ilk 48 saatte bir artış,  72. saate doğru ise 

bir azalış gözlenmesinde çalışmamızda kullanılan Biodentine™’nin daha düşük 

konsantrasyonda olması ve OD-21 yerine insan DPSC’sinin kullanılmış olması etkili 

olmuş olabilir. 

Perard ve ark.142  Biodentine™ ve MTA’nın sitotoksisitelerini değerlendirmiş ve 

bu iki materyalin de biyouyumluluklarının kabul edilebilir düzeyde olduğundan söz 

etmişlerdir. Saberi ve ark.143  Biodentine™, kalsiyumla zenginleştirilmiş karışım, 

oktakalsiyum fosfat ve MTA materyallerinden 1mg insert membran yöntemi ile insan 

gingival fibroblast hücrelerine eklemişlerdir. Bu materyallerin hücre canlılığına olan 

etkilerini MTT analizi ile 1., 2. ve 7. günlerde değerlendirmişlerdir. 24. ve 48. saatteki 

ölçümlerde tüm materyaller kontrol grubuyla benzer bulunmuş, sadece 7. günde 

Biodentine™ ve MTA grupları kontrol grubundan daha düşük sitotoksisite 

sergilemişlerdir. Çalışmamızda 24 saat sonundaki MTT analizi sonucunda Biodentine™ 
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2 µg/ml ve grafen 12,5 µg/ml grupları kontrol grubundan daha düşük sitotoksisite 

sergilemişlerdir. 72 saat sonraki xCELLigence analizi sonuçlarında da benzer şekilde 

düşük sitotoksisite değerleri tespit edilmiştir. Saberi ve ark.’nın erken dönemde sitotoksik 

etki elde etmiş olmalarında kullandıkları Biodentine™’nin konsantrasyonunun yüksek 

olmasının etkili olabileceği düşünülmektedir. 

Luo ve ark.144  MTT analizi yöntemiyle DPSC üzerine eklenen Biodentine™’nin 

0.02, 0.2, 2 ve 20 mg/ml’lik dozlarının hücre çoğalması üzerine etkilerini 1, 3, 5 ve 7. 

günlerde incelemişlerdir.  Negatif kontrol grubuna kıyasla tüm ölçüm zamanlarında 

Biodentine™’nin 0.2 ve 2 mg/ml’lik grupları daha yüksek,  20 mg/ml’lik grubu ise daha 

düşük hücre çoğalması sergilemiştir. Biodentine™’nin 0,02 mg/ml’lik grubu ise kontrol 

grubuna kıyasla 1.günde anlamlı bir artış, daha sonraki günlerde ise benzer hücre artışı 

sergilemiştir. Çalışmamızın 24 saatlik MTT ve LDH analizleri sonucu incelendiğinde 

Biodentine™ materyali için artan dozlarla beraber hücre canlılık oranlarının azaldığı 

gözlenmiştir. Çalışmamızda Biodentine™ 16 ve 32 µg/ml grupları negatif kontrol grubuna 

kıyasla düşük hücre canlılık oranı sergilemiştir. Luo ve ark. Biodentine™’nin 

0.02 mg/ml’lik dozu için 1. günde kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış tespit ederken, 

Biodentine™’nin çalışmamızdaki eşdeğer dozları olan 16 ve 32 µg/ml gruplarında ise 

düşük hücre canlılık oranları gözlenmiştir. Çalışmamızdaki xCELLigence analizi 

sonucunda hücre indeksinde ilk 48 saatte bir artışı takiben 72. saate doğru gözlenen azalış 

ise araştırmacıların Biodentine™ 0.02 mg/ml’lik sonuçları ile uyum göstermektedir.  Bu 

çalışmada Biodentine™’nin daha yüksek dozları da çalışmaya dahil edilmiş olsaydı daha 

yüksek hücre proliferasyon oranlarının elde edilebileceği düşünülmektedir. 

Nikfarjam ve ark.145 üç farklı (düşük, orta ve yüksek) konsantrasyonda hazırlanan 

Biodentine™ elüsyonlarının 3. büyük azı dişlerinden izole edilen primer pulpa fibroblast 

hücreleri üzerindeki etkisini MTT ve sitozolik LDH aktivite testi ile değerlendirmişlerdir. 



58 

Biodentine™’nin bütün elüsyonları LDH aktivite testi sonucunda negatif kontrol grubuna 

benzer bulunmuştur. 24 saat sonraki MTT testi sonucunda ise kontrol grubuna kıyasla 

hücre canlılığı Biodentine™’nin düşük konsantrasyonunda artmış, yüksek 

konsantrasyonda ise azalmıştır. 48 ve 72 saat sonraki MTT testi sonuçlarında ise sadece 

düşük konsantrasyondaki Biodentine™ hücre canlılığını arttırmıştır. Bizim çalışmamızın 

24 saatlik sonuçlarına göre Biodentine™’nin artan dozuyla birlikte hücrenin morfolojik 

bütünlüğünü belirten LDH aktivitesinin arttığı, hücre canlılığını belirten MTT 

sonuçlarının ise azaldığı görülmüştür. xCELLigence analizi sonuçlarımıza göre ise 

72 saat boyunca Biodentine™’nin düşük dozlarında kontrol grubuna kıyasla yüksek hücre 

indeksi skorları elde edilmiş ancak, Biodentine™’nin yüksek dozlarında 72. saate doğru 

kontrol grubuna kıyasla düşük skorlar gözlenmiştir. Nikfarjam ve ark.’nın145 sonuçlarına 

benzer şekilde bizim çalışmamızda da Biodentine™’nin artan dozlarında sitotoksik etkiler 

tespit edilmiştir. Çalışmamızdaki grafen 12.5 µg/ml grubunun Biodentine™  2 µg/ml 

grubuna benzer şekilde 24 saat sonundaki MTT ve LDH sonuçları doğrultusunda pozitif 

kontrol grubundan daha az sitotoksisite sergilediği belirlenmiştir. 

Serbest radikal (hidrojen peroksit, süper oksit veya hidroksil radikali) olarak da 

bilinen ROM’ların çok miktarda olmasının hücre ve dokulara zarar verme olasılığı 

bulunmaktadır. Antioksidanlar aracılığıyla ROM oluşumu engellenmekte, 

uzaklaştırılmakta veya ortadan kaldırılarak oksidatif strese bağlı doku hasarı en aza 

indirilmektedir. Ancak hücrenin prooksidan kapasitesi antioksidan kapasitesini aştığında 

oksidatif stres meydana gelmektedir.5, 135 Oksidatif stres son yıllarda toksisitenin bir 

mekanizması olarak kabul gördüğünden sitotoksisite değerlendirme testleri arasındaki 

yerini almıştır.8 Bu tez çalışmasında Biodentine™ ve grafenin DPSC üzerinde oluşturduğu 

oksidatif stresin belirlenmesi amacıyla TAS ve TOS analizleri yapılmıştır. 
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Aksu ve Gürbüz146 çalışmalarında insan DPSC’si üzerine eklenen Biodentine™, 

ProRoot MTA, Pulpine Mineral, Endo Repair ve çinko oksit öjenol materyallerinin TAS 

ve TOS verilerini 24 ve 72 saatlik zaman aralıklarında değerlendirmişlerdir. Kontrol 

grubuna kıyasla materyallerin TAS sonuçlarında anlamlı artışlar gözlenmiştir. 24 saatlik 

TOS değerleri incelendiğinde kontrol grubuna kıyasla sadece Biodentine™’de azalış, 

diğer materyallerde ise bir artış gözlenmiştir. Ancak 24. ve 72 saatteki TOS değişimleri 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Benzer şekilde çalışmamızın 24 saatlik TAS 

sonuçlarında da grafen 6.25 µg/ml grubu hariç bütün grupların antioksidan seviyesinde 

artış gözlenmiştir. Biodentine™ ve grafen konsantrasyonlarındaki azalmayla birlikte 

oksidatif stresin belirlendiği TOS değerleri (grafen 6.25 µg/ml TOS değeri hariç) ve 

immunfloresans boyamada bir azalış belirlenmiştir. Çalışmamızda Biodentine™  2 µg/ml 

ve grafen 12.5 µg/ml grupları kontrol grubuna kıyasla daha az oksidatif stres 

oluşturdukları için oksidatif stres bakımından daha başarılı bulunmuşlardır. Aksu ve 

Gürbüz’ün çalışmasında146 insert membran yöntemi kullanılması sonucu DPSC’ler daha 

yüksek konsantrasyondaki Biodentine™’e maruz kaldığından, çalışmamızda onların 

sonuçlarının aksine daha düşük oksidatif stres oluştuğu düşünülmektedir. 

Pulpa kuafajı materyali olarak kullanılan Biodentine™’nin odontoblastik 

tabakanın kısmi hasarında pulpa iyileşmesini olumlu etkilediğini belirten birçok çalışma 

mevcuttur. Fakat bu konuyla ilgili DPSC üzerinde yapılan yeterli sayıda çalışma 

bulunmamaktadır.141, 147-149 Daltoe ve ark.150 Biodentine™ ve MTA’nın 1:100’lük 

dilüsyonlarının, pulpa hücrelerinin ALP ekspresyonu üzerindeki etkisini 24 ve 48 saatte 

incelemişlerdir. Kontrol grubuna kıyasla MTA ve Biodentine™’nin ALP değerleri 

üzerindeki etkisi 24. saatte benzer bulunmuş, 48. saatte ise gen ekspresyonunun 

indüklediği belirtilmiştir. Bizim çalışmamızın 24 saatlik sonuçlarında da Biodentine™ ve 

grafenin bütün dozları pozitif kontrol grubundan yüksek ALP ekspresyonu sergilemiştir. 
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Karkehabadi ve ark.151 çalışmalarında çekilmiş insan dişinin apikal papillasından 

elde edilen kök hücreler üzerine eklenen Emdogain, Biodentine™ ve 

Emdogain+Biodentine™ kombinasyonunun kök hücrelerinin çoğalmasını (MTT analizi) 

ve ALP aktivitesini (ALP boyama kiti kullanarak) 24. ve 72. saatte değerlendirmişlerdir. 

24. ve 72. saatteki MTT ölçümleri sonucu Emdogain dışındaki gruplarda kontrol 

grubundan düşük hücre çoğalması tespit edilmiştir. Deney gruplarının her iki ölçüm 

zamanındaki ALP aktivitesinde de kontrol grubuna kıyasla bir artış tespit edilmiştir. 

Bizim çalışmamızda ise grafen ve Biodentine™ için MTT sonuçlarından bağımsız olarak 

yüksek ALP enzim aktivitesi gözlenmiştir. MTT sonuçlarındaki farklılığın Karkehabadi 

ve ark.’nın yüksek konsantrasyonda Biodentine™ kullanımlarından kaynaklanmış 

olabileceği düşünülmektedir. 

Yüksek antioksidan özellik sergileyen Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml 

grupları DPSC üzerinde proliferatif etki sergilemiştir. Benzer şekilde yüksek oksidatif 

stres oluşturan Biodentine™ 16 ve 32 µg/ml ile grafen 100 µg/ml gruplarında sitotoksik 

etkiler tespit edilmiştir. Bu bulgular oksidatif stresin bir toksisite mekanizması olduğunu 

öneren Mercan’ın8 sonuçlarıyla uyumlu bulunmuştur. 

Corral Nunez ve ark.152 3. büyük azı dişlerinden izole edilen DPSC'ler üzerinde 

Biodentine™, %2 biyoaktif cam nanopartikülleri eklenmiş Biodentine™ (nB), %5 nB ve 

cam iyonomer simanın ALP aktivitesini 7. ve 14. günde değerlendirmişlerdir. 7. günde 

%2 nB ve %5 nB grupları, 14. günde ise cam iyonomer dışındaki bütün gruplar kontrol 

grubundan daha yüksek ALP aktivite değeri sergilemişlerdir. Bizim çalışmamızda da 

grafen ve Biodentine™’nin 24 saat’lik ALP enzim aktivitesinin pozitif kontrol grubundan 

daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda odontojenik farklılaşma 

bakımından Biodentine™’nin yanı sıra grafenin de etkili olduğu düşünülmektedir. 
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Literatürde grafenin osteojenik farklılaşmayı indüklediğine dair çalışmalar 

mevcuttur.102, 124, 153  Xie ve ark.154  yaptıkları bir çalışmada grafenin DPSC üzerinde 

odontojenik farklılaşmayı MSX-1, PAX-6 ve DMP-1, osteojenik farklılaşmayı da 

RUNX, COL-1 ve OCN biyomarkerları üzerinden 14 ve 28 gün sonunda 

değerlendirmişlerdir. Çalışmalarında grafenin DPSC üzerinde odontojenikten ziyade 

osteojenik farklılaşmayı indüklediğini bulmuşlardır. Araştırmacılardan farklı olarak 

çalışmamızda grafenin gibi Biodentine™’nin de bütün dozlarının DPSC üzerinde 

odontojenik farklılaşmayı belirten ALP enzim aktivitesi üzerinde indükleyici etkisi 

olduğu gözlenmiştir. Bu farklılığın araştırmacıların çalışmalarında petri kabının altını 

grafen ile kaplamaları sebebiyle DPSC’lerin daha yüksek miktardaki grafene maruz 

kalmalarından kaynaklandığı düşünülmektedir. Çalışmamızda osteojenik aktiviteyi 

belirlemeye yönelik bir biyobelirteç bulunmadığı için osteojenik aktivite üzerindeki 

farklılıkları hakkında bir yorum yapmamız uygun olmayacaktır. 

MTT ve xCELLigence testleri sonucunda Biodentine™  2 µg/ml ve Biodentine™  

4 µg/ml grubunun insan DPSC’si üzerine sitotoksisiteyi azaltıp hücre proliferasyonunu 

arttırdığı gözlenmiştir. Sitotoksisitenin diğer belirteci olan LDH testine göre de 

Biodentine™ 2,4 ve 8 µg/ml grupları pozitif kontrol grubuna kıyasla hücre zarının 

bütünlüğü daha az gördüğü için daha az sitotoksik etki gözlenmiştir. TAS, TOS ve 

immunofloresans boyama sonucunda Biodentine™ 2 µg/ml ve Biodentine™ 4 µg/ml 

grupları insan DPSC’si üzerinde daha düşük oksidatif strese neden olduğu ve antioksidan 

etkiyi arttırdıkları tespit edilmiştir. ALP enzim aktivitesinin değerlendirilmesi sonucunda 

Biodentine™’nin bütün konsantrasyonlarının pozitif kontrol grubuna kıyasla daha fazla 

odontojenik farklılaşmaya sebep olduğu belirlenmiştir. Bu bilgiler ışığında 

“Biodentine™’nin insan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve 
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odontojenik farklılaşma bakımından etkisi bulunmamaktadır.” şeklinde kurulan hipotez 

1 reddedilmiştir. 

MTT, LDH ve xCELLigence testleri sonucunda grafenin insan DPSC’si üzerinde 

olumlu ve olumsuz sitotoksisik etkileri olduğu gözlenmiştir. Oksidatif stres belirteçleri 

olan TAS ve TOS sonuçları doğrultusunda sadece grafen 12.5 µg/ml grubu pozitif kontrol 

grubundan farklı bulunmuştur. İmmunfloresans boyama yöntemi sonucunda ise bütün 

grafen grupları pozitif kontrol grubundan daha düşük oksidatif etki sergilemiştir. ALP 

enzim aktivitesinin değerlendirilmesi sonucunda grafenin bütün konsantrasyonlarının 

pozitif kontrol grubuna kıyasla daha fazla odontojenik farklılaşmaya sebep olduğu 

belirlenmiştir. Bu veriler doğrultusunda “Grafenin insan DPSC’si üzerinde hücre 

proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma bakımından etkisi 

bulunmamaktadır.” şeklinde kurulan hipotez 2 reddedilmiştir. 

Sitotoksisite (MTT, LDH ve xCELLingence), oksidatif stres (TAS, TOS ve 

immunfloresans boyama) ve odontojenik farklılaşmanın (ALP) belirlenmesi için yapılan 

testlerde Biodentine™ ve grafen grupları içerisinde en etkili bulunan gruplar Biodentine™ 

2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml olarak tespit edilmiştir. 

Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml konsantasyonlarının MTT, TOS ve 

ALP analizlerinin sonuçları bakımından istatistiksel açıdan anlamlı farklılık 

bulunmamaktadır. Ancak Biodentine™ 2 µg/ml LDH ve TAS analizleri sonucunda daha 

etkin bulunması istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Bu sonuçlar doğrultusunda 

“İnsan DPSC’si üzerinde hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma 

bakımından Biodentine™ ve grafenin etkili konsantrasyonları arasında farklılık 

bulunmamaktadır.” şeklinde kurulan hipotez 3 reddedilmiştir. 

Doğada var olan en ince, en güçlü ve en sert materyal olduğu ve odontojenik 

farklılaşmayı indüklediği bilinen grafen DPSC üzerinde Biodentine™’e alternatif olarak 
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benzer sonuçlar sergilemiştir. Endodontik ajanların veya simanların yapısına mekanik, 

fiziksel ve biyolojik etkilerini arttırılmasına yönelik ileri çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1. Çalışmamızda Biodentine™ ve grafen belirli konsantrasyonlarda proliferatif etki 

göstermiş olsalarda en güçlü proliferatif etki Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 

µg/ml gruplarında, en fazla toksik etki ise grafen 100 µg/ml ve Biodentine™ 16 

µg/ml gruplarında gözlenmiştir. 

2. Biodentine™’nin bütün dozları, grafen grupları içerisinde ise sadece grafen 12.5 

µg/ml yüksek antioksidan etki sergilemiştir.  

3. Biodentine™’nin ve grafen grupları içerisinde sadece Biodentine™ 2 µg/ml ve 

grafen 12.5 µg/ml grupları düşük oksidatif stres oluşturmuşlardır.  

4. İmmunfloresan boyama sonucunda Biodentine™ ve grafenin artan dozlarıyla 

birlikte oksidatif stres seviyesinin arttığı gözlenmiştir. 

5. Toksisite mekanizmasında oksidatif stresin olumsuz etkisinin bulunduğu görüşü 

desteklenmiştir. 

6. Çalışmamızda kullanılan Biodentine™ ve grafenin bütün dozları odontojenik 

farklılaşmaya neden olmuştur. 

7. Biodentine™ 2 µg/ml ve grafen 12.5 µg/ml gruplarının insan DPSC’si üzerinde 

hücre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklılaşma bakımından olumlu 

etkileri bulunmuştur. 

8. 24 saatlik LDH ve TAS analizleri bakımından Biodentine™  2 µg/ml grubu grafen 

12.5 µg/ml grubundan daha başarılı sonuçlar sergilemiştir. 

9. DPSC ile biyouyumlu olan grafen materyali, endodontik ajanların veya simanların 

yapısına mekanik özelliklerini arttırmak için eklenebilir. Fakat bu hedeflerin 

gerçekleştirilebilmesi için daha uzun süreli ve kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır.  

10. Biodentine™ ve grafenin birlikte DPSC üzerinde kullanıldığı daha uzun süreli ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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