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OZET

Grafen ve Biodentine’nin Dental Pulpa Kok Hiicresi Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Amag: Biyomalzemelerin yapisina eklenerek onlarin fiziksel, mekanik ve
biyolojik 6zelliklerini artiran grafen, dis hekimligi alaninda biyouyumluluk, mekanik
ozellik ve antimikrobiyal 6zellik bakimindan daha iyi bir biyomateryal gelistirilmesinde
kullanilabilir. Bu ¢alismada Biodentine™ ve grafenin farkli dozlarinmn insan dental pulpa
kok hiicrelerindeki (DPSC) hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik

farklilagsma etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu insan
DPSC’s1 kullanilmistir. DPSC’ler e-platelere ekildikten sonra beser farkli dozda
Biodentine™ (2, 4, 8, 16 ve 32 pg/ml) ve grafen (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml)
eklenmistir. Deney gruplarinin 24 saat sonunda MTT, LDH, TAS, TOS ve ALP analiz ve
immiinfloresans boyama sonuglari elde edilmistir. Ayrica 96 saatlik ger¢cek zamanli hiicre
indeks verileri XCELLingence® cihazi kullanilarak elde edilmistir. Verilerin

karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.

Bulgular: Calismamizda en giiglii proliferatif etki ve en diisiik oksidatif stres
Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen 12.5 ug/ml gruplarinda gdzlenmistir. Antioksidan etki
Biodentine™ nin biitiin dozlarinda grafenin ise sadece 12.5 pg/ml grubunda tespit
edilmistir. Biodentine™ ve grafenin biitin dozlar1 i¢in odontojenik farklilasma

gozlenmistir.

Sonug: Insan DPSC’si iizerinde Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen 12.5 pg/ml
gruplarinin hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklilasma bakimindan

olumlu etkileri bulunmustur.

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

oksidatif stres, odontojenik farklilasma



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 pg/ml) and graphene (6.25, 12.5, 25, 50 and 100 pg/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 ug/ml and graphene 12.5 pug/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 ug/ml group. Odontogenic differentiation was observed for all doses

of Biodentine™ and graphene.

Conclusion: Biodentine™ 2 pg/ml and graphene 12.5 pg/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. GIRIS

Pulpanin canliligini siirdiirebilmesi i¢in dis hekimliginde kullanilan restoratif
materyallerin toksik etkisinin olmamasi veya kabul edilebilir diizeyde olmas1 énemlidir.!
Dis hekimligi uygulamalarinda kullanilmak iizere son yillarda farkli i¢erige sahip bircok
giincel materyal klinik kullanima dahil edilmis olmasina ragmen biyouyumlulugu,
mekanik 6zellikleri ve antimikrobiyal 6zellikleri daha iyi biyomateryal ihtiyaci devam
etmektedir.?

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde giiniimiizde
cesitli test yontemleri bulunmakta olup bunlardan en yaygin olarak kullanilanin hiicre
kiiltiirii testleri ve hayvan deneyleridir.® Hiicre kiiltiirii testleri hayvan deneylerine gére
daha kolay, hizli, ucuz ve tekrarlanabilir 6zellikte olmalar1 sebebiyle tercih edilmektedir.*

Dis hekimliginde kullanilan materyaller serbest radikaller olusturarak oksidatif
stresi indiikleyebilmektedirler. Aerobik organizmalarin oksijen tliketiminden sonra
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) %1-2 oraninda meydana gelmektedir.®> Antioksidan
savunma mekanizmasmin kapasitesi asilip serbest radikal iiretimi yeterince
baskilanamadiginda ortaya ¢ikan serbest biyomolekiiller ¢esitli mekanizmalar yoluyla
hiicreye hasar verebilmektedir.® Oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
antioksidan sistemin aleyhine donmesi olarak bilinen oksidatif stres son zamanlarda
toksisitenin muhtemel bir mekanizmas1 olarak kabul edilmektedir.” & Biyolojik
stvilardaki oksidatif stres seviyesinin belirlenmesi amaciyla kolay, hizli ve ¢ok sayidaki
numune degerlerinin ayni anda analiz edilmesine olanak saglayan toplam antioksidan
seviyesinin (TAS) ve toplam oksidan seviyesinin (TOS) belirlendigi testler mevcuttur.®

Cocuk dis hekimliginde ¢esitli amaglarla kullanilan restoratif dental materyallerin
sitotoksik dzellikleri ile ilgili olarak ulagilabilen verilerin sinirli oldugu goriilmektedir. 1°

Bu sebeple calismamizda vital pulpa tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa kuafaji



amactyla kullanilan Biodentine™ ve kok hiicrelerin farklilagmasini etkiledigi ve
biyomalzemelerin mekanik ozelliklerini gelistirdigi bilinen grafenin insan pulpa kok
hiicreleri (DPSC) {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu materyallerin
DPSC proliferasyonuna olan etkisinin 96 saat boyunca godzlemlenmesi amaciyla
XCELLigence® cihazinda hiicre indeksi belirlenmistir. Sitotoksik etkilerinin incelenmesi
amaciyla da MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) analizi,
laktat dehidrogenaz (LDH) analizi, immunfloresans boyama, TAS ve TOS analizleri
kullanilmustir.  Odontojenik  farklilasmasinin ~ degerlendirilmesinde ise  alkalen
fosfataz (ALP) yonteminden yararlanilmustir.

Calismamizda test edilen materyallerle ilgili hipotezler su sekilde kurulmustur:

Hipotez 1: Biodentine™ nin insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu,
oksidatif stres ve odontojenik farklilasma bakimindan etkisi bulunmamaktadir.

Hipotez 2: Grafenin insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu, oksidatif stres
ve odontojenik farklilasma bakimindan etkisi bulunmamaktadir.

Hipotez 3: insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve
odontojenik farkhilasma bakimindan Biodentine™ ve grafenin etkili konsantrasyonlar:

arasinda farklilik bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi ve Rejenerasyon

Doku miihendisligi; hiicreler, doku iskeleleri ve sinyal molekiillerinin
kombinasyonunu kullanarak hasar gérmiis, hastalikl1 veya kaybolmus dokular1 yeniden
olusturmay1, dokularin islevlerini eski haline getirmeyi ve iyilestirmeyi amaclayan
nispeten yeni multidisipliner bir yaklasimdir (Sekil 2.1).}! Bu yaklasim doku ve organ
nakli ihtiyacini azaltir ve hastanin viicudundan otolog hiicrelerin kullanilmasi sonucunda

organ nakli reddi riski azalmis olur. 1?

si | Daoku iskeleler
irya . .
Tk"ll : dok hiicrelerin
melekiilleri doku -

) tutunmasini saglar.
iskelelerini

o I

G —)

Sinyal maolekilleri, metabalik
claylarin dlzenlenmesl, hiicre
cogalmas), farkhlasmasinda gorev
alir.

Sekil 2.1. Doku miihendisligi triadi

Dogal veya sentetik biyomalzemelerden iiretilebilen iskeleler, doku olusumu i¢in
tic boyutlu bir destek saglar, zamanla kademeli olarak bozulur ve yeni olusturulan hiicre
disi matriks (ECM) ile degistirilir. Doku iskeleleri hiicre yapismasi, ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve go¢ii gibi biyolojik aktivitelere rehberlik edebilirler.t® 14

Doku miihendisliginde basarili bir doku olusumu i¢in viicutta immiin reaksiyona
sebep olmayan yeterli sayida hiicrenin dahil edilmesi ¢ok énemli bir unsurdur.®®

Kemik iligi, yag dokusu, amniyon sivist ve dis dokusu gibi ¢esitli kaynaklardan
elde edilebilen kok hiicreler kendini yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilagma

yetenekleri nedeniyle doku miihendisligi igin giiglii hiicre kaynagi olarak kabul edilirler.®



Oral dokularda da ¢esitli kok hiicre kaynaklart mevcuttur. DPSC, siit disleri, apikal
papilladaki kok hiicreler, alveolar kemikten tiretilen kok hiicreler ve DPSC’lerin yaygin
olarak arastirildig1 dis folikiilii kok hiicreleri bu kaynaklara 6rnek olarak gosterilebilir.
Basit bir sekilde elde edilebilirler ve klinik uygulamalarda miikemmel potansiyel
sergilerler.t’

Yasam boyunca viicudumuz bir¢ok yaralanma ve zedelenmeye maruz kalir ancak
bu yaralanmalarin ¢ogu viicudumuzun rejeneratif yetenegi sayesinde biz fark edene kadar
kapanir. Iste bu hususta viicudumuzun rejenerasyon kapasitesi devreye girer.
Rejenerasyon; zarar gérmiis veya kaybedilmis bazi hiicre, doku, organ veya uzvun
yenilenmesi ya da olusan kayiplarin yerine yeniden konmasina verilen addir.
Bakterilerden insanlara biitiin tiirler belirli bir 6l¢iide rejenerasyon yetenegine sahiptir.
Rejenerasyon yetenegi canlilarin gelismislik diizeyiyle genellikle ters orantilidir ve
organizmanin  gelismislik seviyesi arttikca yenilenme kabiliyetinin  azaldig:
goriilmektedir.!8

Yapilan bilimsel arastirma ve gelismelerin sonucunda; canlilarin, yenilenme
mekanizmasini inceleyen bir bilim dali olan rejeneratif biyoloji bulunmustur.!® Bu
alandaki ¢calismalarin sonucunda ortaya ¢ikan bilgilerin pratige geg¢irilmesiyle, insanlarin
zarar gormiis veya islevini gerceklestiremeyen organlarinin ve dokularinin tedavisine
yonelik yeni bir ¢dziim yolu arayisindan yola c¢ikilarak rejeneratif tip gelistirilmistir.
Rejeneratif tip, cesitli faktorler tarafindan hasar géren hiicrelerin, dokularin ve organlarin
normal fonksiyonunu degistirmeyi ya da tamir etmeyi amaglar. Aynt zamanda doku
rejenerasyonunda gorev alan mekanizmalarin yenilenme yetenegi diisiik olan yapilara
gecisini saglayarak yenilenme yeteneginin kazamilmasmi saglar.!® 2 Yaslanmayla
beraber artan organ nakli ihtiyaci bu alandaki aragtirmalara hiz verilmesine ve

gelismesine yol agmistir. Insan doku ve organlarindaki indiikte edilebilen farklilasmamis



kok hiicrelerin hasarli hiicrelerin yerini almasi ve dokuyu yeniden iiretmesi bu ¢aligmalar
icin ilham kaynag1 olmustur. Bunun yaninda, hasar goren yerlere ev sahipligi yapabilen
ve yenilenme siirecine katilabilen dolasimda progenitdr hiicreler (6rnegin dolagimdaki
endotel hiicresi dnciileri) vardir.!® 2 Ozellikle daimi ve siit dislerinin pulpasindaki kok
hiicrelerin kesfi, bu dokunun miikemmel rejeneratif potansiyeli i¢in mekanik bir agiklama
saglamistir. Dental pulpadaki rejenerasyon yaklagimi hiicre indiikleme yetenegi bulunan
inorganik igerikli dental malzemelerin, kaybolan hiicrelerin yerine konmasini saglayan
ve sert doku iireten hiicrelere farklilasmay1 saglayan ajanlarin kok pulpasi tamamen
saglikli olan, canli ve odontoblast tabakasi ile sinirli dentinle gevrili olan dental pulpa
tizerine direkt veya indirekt olarak yerlestirilmesini icermektedir. Bu amagla vital
tedaviler esnasinda dental pulpa iizerine ¢esitli materyaller konulmaktadir.? 23

Dental pulpanin {izerine konulan inorganik materyallerden biri de kalsiyum
hidroksittir. Vital pulpa tedavilerinde alkalen pH 6zelligi nedeniyle antibakteriyel 6zellik
gostermesi, pulpal hiicrelere temasinda tolere edilebilir oranda enflamasyon olusturmasi,
tamir dentin tiretimini indiikleyen sert doku olusumuna imkan vermesi gibi 6zellikleri
nedeniyle seksen yili askin siiredir kullanilan bir dental materyaldir. Olumlu
Ozelliklerinin yan1 sira cabuk ¢Ozlinmesi, hafif diizeyde pulpada enflamasyon
olusturmasi, dentine baglanma 06zelliginin olmayisi, mekanik direncinin yetersizligi,
normal dis mineral hacmini kazandiramamasi ve olusturdugu reperatif dentinin pordz
yapili olmasinin bakteri invazyonuna sebep olmasi gibi olumsuz yanlar1 da mevcuttur.?*
%6 Son zamanlarda kalsiyum hidroksit materyalinin olusturdugu doku yanitinin
indiikleyiciden ziyade reaktif bir yanit olmasi sebebiyle rejenerasyon kapasitesi
sorgulanmaktadir. Ayn1 zamanda kalsiyum hidroksitin olusturdugu dentin yapisinin da

normal tamir dentinine benzememesi aragtirmacilart bu yapiyr meydana getirebilecek

yeni bir materyal arayisia sokmustur. 2/



Tamir dentini olusumunu dogal olarak saglayabilmek ve kok hiicreleri harekete
gecirebilmek adina biyoaktif materyallere ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda, TGF-B
(doniistiiriicti biiyiime faktorii beta), dondurulmus kemik, kemik morfogenetik protein
(BMP), Mineral Trioksit Aggregate (MTA) ve Biodentine ™ gibi materyaller ger¢ek doku
indiikleyici ajan olarak kullanilmaktadir.?8-%

2.1. Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Hasarli bir organin fonksiyonlarmi diizeltmek amaciyla hasarli dokunun yerine
yenisinin koyulmasi en iyi se¢enektir. Buradan yola ¢ikilarak ¢esitli kaynaklardan elde
edilebilen, viicudun gesitli doku ve hiicrelerine farklilasabilen, hasarli bolgeyi onararak
birgok tedavi yOntemine olanak saglayabilecek kok hiicreler rejencratif tedavilerin
temelini olusturur.??

Kok hiicreler bdliinebilme, kendini yenileyebilme ve farklilasmis hiicrelere
kaynaklik etme Ozelliklerine sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicreler temel olarak
embriyonal (fetal) ve somatik (eriskin) kok hiicreler olarak siniflandirilirlar.3% 32

Embriyodan kdken alan embriyonik kok hiicreler, tiim dokular1 olusturabilme
yetenegine sahiptirler.3 Eriskin kok hiicreleri bir organ veya dokuda bulunan farklilagmis
hiicrelerin arasindaki farklilasmamis hiicre gruplaridir. Bu hiicreler, ¢evresindeki doku
veya organin 6zellesmis hiicre tipine farklilasabilme ve kendini rejenere etme kabiliyetine
sahiptir.3* Eriskin kok hiicreleri kemik iligi,® amniyotik s1v1,%® gébek kordon kan1,%” nazal
mukoza, santral sinir sistemi,*® periferik kan,*° plasenta membrani,*° kalp,*! karaciger,*?
akciger,® deri epidermisi,** dental pulpa® gibi cesitli dokulardan elde edilebilmektedir.

Kok hiicreler totipotent, pluripotent ve multipotent olmak {izere plastisite
Ozellikleri bakimindan ii¢ alt grupta siiflandirilmaktadirlar (Sekil 2.2.). Totipotent

hiicreler, tiim hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip sinirsiz farklilagma potansiyeli

bulunan hiicrelerdir. Fertilize yumurta hiicresi embriyonun gelisim siirecinde



organizmay1 olusturan totipotent dzellikteki tek hiicre tipidir.*® Pluriopotent kok hiicreler
endodermal (sindirim sistemi hiicreleri, hepatositler, pankreatik beta hiicreleri vb.),
mezodermal (kan, kas, kikirdak, kemik vb.) ve ektodermal (deri, sag, néron vb.) kokenli
tim hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegini biinyesinde tasiyan embriyonik germ
hiicreleridir. Yetiskin bireylerin farklilasmis dokularinda bulunan multipotent kok

hiicreler ise farklilasmamus hiicrelerdir. '

o o
ao ® Totipotent Emriyonik Kok Hiicre

e s\

ENDODERM MEZODERM Puliripotent Emriyonik K6k Hiicre

Multipotent Emriyonik Kok Hiicre

Sekil 2.2. Plastisisite 6zelliklerine gore kok hiicrelerin siniflandiriimasi
Kok hiicrelerin, i¢erisinde bulundulari dokunun sahip oldugu hiicrelerin digindaki
diger tip hiicrelere doniisebilecegi de bildirilmistir. Glinlimiizde mezenkimal kdk hiicreler
kok hiicre kaynagi olarak onemli bir yere sahiptir. Oral bolgedeki mezenkimal kok hiicre
kaynaklarima 6rnek olarak dental folikiil, eksfoliye siit disi, eriskin dental pulpas,

periodontal ligament ve apikal papilla verilebilir (Tablo 2.1).#



Tablo 2.1. Agiz ve maksillofasiyal boldedeki mezenkimal kok hiicre kaynaklari

Kok Hiicre Kaynag Elde Edilen Yeni Kok Hiicre

Yetigkin Dental Pulpa Dental Pulpa K6k Hiicresi
[Dental Pulp Stem Cell (DPSC)]

Periodontal Ligament Periodontal Ligament Kok Hiicreleri

[Periodontal Ligament Stem Cells (PDLSC)]

Eksfoliye Siit Disleri Siit Disi Pulpas1 Kok Hiicreleri
[Stem Cells From Human Exfoliated Deciduous Teeth (SHED)]

Dis Folikiilii Dis Folikiilii Kok Hiicreleri
[Dental Follicle Stem Cell (DFSCs)]

Apikal Papilla Apikal Papilla Kok Hiicreleri
[Stem Cells Apical Papilla (SCAP)]

Stirme sonrast donemde de yok olmayan DPSC; kendinden-yenilenme ve
farklilagma potansiyeli bulunan, klonlonabilen ve multipotent 6zellikli mezenkimal kok
hiicrelerdir.*® DPSC, farkli yastaki hastalarin saglikl1 dislerinden tiiretilebilen bir hiicre
kaynagidir. Ozellikle 20 yas disleri, travma, periodontal problemler veya ortodontik
tedavi nedeniyle ¢ekilmis disler ve c¢ekilmis veya siirmiis siit disleri baslica pulpa kok
hiicre kaynaklarin1 meydana getirmektedir.*® Dental pulpa kok hiicre ¢alismalarinda sik
bulunabilmeleri ve ¢ekim endikasyonlarinin olmasi sebebiyle ¢ogunlukla 20 yas disleri
kullanilmaktadir. Ayrica, agizda en son gelisimini tamamlayan 20 yas dislerinin gelisimi
geng erigkinlerde devam ettigi i¢cin zengin bir pulpa dokusu kaynagi olarak karsimiza
¢ikmaktadir. %°

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

saglayamamaktadir.>



2.2. Biyouyumluluga fliskin Temel Kavramlar

Biyouyumluluk bir materyalin canli dokuya temas etmesiyle olusan uygun yanit
olarak tanimlanir. Biyouyumlu bir materyal toksik, karsinojenik, alerjik ve mutajenik etki
gibi reaksiyonlara neden olmamalidir.®? Toksisite, kimyasal maddelerin biyolojik
sistemlerde olumsuz etkiler olusturmasidir. Sitotoksisite hiicre hasarini, apoptozis ise
genlerle kontrol edilen ve enerjiye ihtiyag duyulan programli hiicre oliimiini
belirtmektedir.>

Biyouyumluluk materyalin ¢esidine, fonksiyonuna ve uygulandig1 ylizeye bagl
olarak farklilik gostermektedir. Bir materyalin yapisindan salinan bilesikler ve bu
bilesiklerin hiicresel seviyede meydana getirdigi etkiler materyalin biyouyumlulugunu
belirler.>

Dis hekimliginde yeni bir materyal bulundugunda bu materyali klinikte
kullanmadan 6nce biyouyumlu olup olmadigina bakmak gerekir. Klinik kullanimdan
once materyalin biyouyumlulugunu saptamak i¢in farkli testler uygulanir. Hiicre
kiltiriiniin kullanildig1 in vitro testler hizli ve ucuz olmasi sebebiyle Oncelikle tercih
edilir, daha pahali ve zaman alici olmasi sebebiyle hayvan testleri hiicre kiiltiirii
uygulamalarindan sonra tercih edilip en son ise in vivo (kullanim testleri) testler ile daha
detayli degerlendirmeler yapilir.? Biyoyumlu olmayan materyaller biyolojik sistemlere
hasar verecek seviyede reaksiyon olustururlar. Bu durum toksisite olarak adlandirilir.>

Sitotoksisite testleri, hiicre organelleri, hiicre boliinmesi, hiicre canliligi ve 6limii,
protein veya DNA sentezi hakkinda bilgiler elde ederek materyalin biyolojik 6zelliklerini

tanimlamamiza yardimei olur.?



2.3. Biyouyumlulugun Degerlendirilmesi

Sitotoksisite

mekanizmalarinin  iyi

anlasilmasi,

biyolojik yapilarin ve

materyallerin meydana gelebilecek hasarlardan korunabilmesi agisindan 6nemlidir. Yeni

materyallerin biyouyumlulugunun belirlenmesi amaciyla in vivo testler (kullanim

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

Tablo 2.2. Biyouyumluluk testlerinin avantaj ve dezavantajlari

Uygulama  Olumlu Yonleri Olumsuz Yonleri
in vitro e Islem yapilmasi hizli ve kolaydir. e In vivo uygulamalar ile iliskisi
Testler e Maliyeti azdur. tartisilabilir.
o Standardize edilebilir.
o Sayica cok igerikli veri taramalari
yapilabilir.
o Genis bir aralikta degerlendirme
yapilir.
e Etkilesim mekanizmasinda
kusursuzluga sahiptir.
Hayvan o Karmagik sistemsel etkilesimlere o Materyal kullanimiyla iliskisi
Testleri aciktir. sorgulanabilir.
e Sonuglar, in vitro uygulamalardan e Maliyeti daha fazladir.
daha genis kapsamdadir. e Daha fazla zaman gerektirir.
e Invitro uygulamalardan daha anlamli e Etik ve yasal diizeyde tartismalara
sonugclar elde edilir. agiktir,
e Uygulama kontrolii daha zordur.
e Tanimlamasi ve 6l¢limii zordur.
Kullanim e Kullanilan materyalin uygunlugu e Cok daha pahali ve zaman alicidir.
Testleri (in kontrol altindadir. e Etik ve yasal diizlemlerde daha
vivo fazla tartismalara sebep
testler) olmaktadir.

e Uygulama kontrolii zor olabilir.
¢ Sonuglarin yorumlanmasi zordur.

2.3.1. in Vitro Testler

Biyouyumlulugun degerlendirilmesi amaciyla bir test tiipiiniin icerisinde, canli

organizmanin disinda veya hiicre kiiltiiriiniin mevcut oldugu bir kap igerisinde uygulanan

testlere in vitro testler denir. Bu testler i¢in iki tip hiicre kullanilmaktadir. Dogrudan bir

hayvandan alinan ve kiiltiirlenen siirli bir siire i¢inde biiyliyen hiicre tipi primer
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hiicrelerdir. Siiresiz biiylimeleri i¢in 6nceden kiiltiir ortaminda farklilastirilmis olan hiicre
tipi ise siirekli hiicreler olarak bilinmektedir. Materyallerin biyolojik uyumlarinin
degerlendirilmesi igin bu iki hiicre tipi de kullanilabilmektedir. *°

In vitro testler; hiicre metabolizmasini ve fonksiyonunu dlgen testler, sitotoksisite
testleri, mutagenez analizleri ve bariyer kullanilan testler (indirekt testler) olarak
siniflandirilabilir.®

2.3.1.1. Sitotoksisite Testleri

Bir materyalin olas1 toksikolojik reaksiyonlarinin in vitro olarak degerlendirilmesi
amaciyla hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan sitotoksisite testleri biyouyumlulugun ilk
asamasi olarak kullanilir. Bu testlerde hiicrelerin enzim aktiviteleri, biiylime oranlari,
morfolojik 6zellikleri, metabolizmalar1 degerlendirilerek daha karmasik olan hayvan
deneylerine ge¢cmeden Once bir materyal hakkinda 6n bilgi elde edilir. Membran
gecirgenlik testleri sitotoksisite testlerine drnek olarak verilebilir.>

2.3.1.2. Hiicre Metabolizmasim1 ve Fonksiyonunu Olcen Testler

Canli hiicrelerin enzim aktivitelerini, hiicre sayisindaki net artisi, total protein
miktarin1 veya DNA sentezini 6l¢en kolorimetrik testlerdir. Enzimatik test olan MTT
testi, LDH ve alamar mavisi testleri metabolizmay1 degerlendiren test yontemlerinden
olup toksisitenin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan ucuz ve kolay uygulanabilen
yaygin testlerdendir. MTT testi bu testler arasinda en sik kullanilan test yontemidir.>’

MTT Testi

Suda ¢6ziinebilen bir tetrazolyum tuzu olan MTT testi dental malzemelerin
sitotoksisitesinin belirlenmesinde ¢ok sik kullanilir.®® Kolorimetrik bir test yéntemi olan
MTT testinde dehidrogenaz enzim aktivitesi 6l¢iilmektedir. Materyalin sitotoksik etkisi
sonucu hiicrelerdeki dehidrogenaz aktivitesi etkilenmekte ve mitokondrinin aktif oldugu

hiicreleri belirten mavi renkli formazan olusumu gozlenmemektedir. Materyalin
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sitotoksisite miktarin1 belirleyen formazan olusumu degerlendirilirken optik yogunlugu
dlciilmekte veya elektron mikroskobuyla formazan 15181 degerlendirilmektedir. >°

MTT testi, ¢ok sayida hiicre kiiltiirlerinde canli hiicre oraninin belirlenmesinde,
kolay, giivenilir ve hizli bir yontemdir. Ayn1 zamanda bu test biiyiime dongiisiiniin
herhangi bir evresindeki canli hiicre yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir.%% 1

LDH Testi

LDH, tim hiicrelerde depolanan sabit sitoplazmik bir enzimdir. LDH
seviyesindeki artis muhtemelen oksidatif hasar nedeniyle hiicre zarlarinin stabilitesinin
zarar gordiigiinii gosterir.? %2 Sitolizis veya hiicre membran hasar1 durumunda
kolorimetrik bir sitotoksisite degerlendirme yontemi olan LDH testi kullanilarak
sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrogenazin miktar1 6l¢iiliir ve sitotoksisite hakkinda
bilgi elde edilir.? ®3

Bariyer Kullanilan Testler (Indirekt Testler)

Dis hekimliginde restoratif igslemler sirasinda pulpa ile materyal arasinda bulunan
dentin dokusu koruyucu bir bariyer olarak gorev almaktadir. Dentinin bariyer 6zelligini
taklit etmek i¢in bu gelistirilen yontemde, bariyer olarak farkli materyaller kullanilmistir.
Bu yontemde test edilen materyalin dentin dokusunda ¢6ziinme ve dentin tiibiillerine
girerek diflize olma yetenegi Ol¢iiliir. Dentin dokusuna niifuz edebilen materyaller
pulpaya kolayca ulasabildiklerinden dolay1r biyouyumlulugu iyi agiklayan test
yontemlerinin arasinda yer alir. 848

2.3.1.3. Hiicre Fonksiyon Ol¢iimiinde Kullanilan Diger Degerlendirmeler

Bu yontemlerdeki amag¢ kemotaksisi, bagisiklik fonksiyonunu, lenfosit
proliferasyonunu ve lenfosit veya makrofajlardan sitokin {iretimini 6lgmektedir. Ayni

zamanda kompleman aktive etme yetenegini veya hiicre dongii degisimini degerlendiren

testlerde mevcuttur. Materyallerin biyouyumlulugunu degerlendirmek amaciyla yapilan
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hayvan deneylerinin sayisini azaltmak i¢in bu testler umut vericidir ancak in vivo 6énemi
heniiz belirlenmemistir.%®

2.3.1.4. Mutagenez Analizleri

Biyomateryallerin hiicrenin genetik materyalinde farkliliklar ortaya ¢ikarmasina
genotoksite denir. Hiicreler genotoksik hasar1 bazi mekanizmalar yardimiyla
onarabilirler. Genetik hasarin sonraki nesillere aktarilmasi programlanmis hiicre
Oliimleriyle engellenebilir. Fakat genetik hasar sonraki nesillere gegerse bu etki
mutajenite olarak adlandirilir.? Materyalin hiicrenin genetik materyaline olan etkisini
degerlendiren analize ise mutagenez analizi denir. Bir materyal ¢ok ¢esitli mekanizmalar
yardimiyla hiicrenin genlerini etkileyebilir. Hiicrenin DNA’sina dogrudan g¢esitli
mutasyonlar ile degistiren genotoksik mutajenlerdir. Genotoksik kimyasallar ise
kendiliginden mutajen olabilmekte veya bu 6zellige sahip olmak icin bu kimyasallarin
biyotranformasyonlar1 veya aktivasyonlar1 gerekli olmaktadir, bu kimyasallar ise
promutajen olarak adlandirilir. Diger bir mutajen tipi olan epigenetik mutajenler DNA’y1
kendileri degistirmeyip hiicrede farkliliklara sebep olarak, hormon gibi davranarak veya
bagisiklik sistemini degistirerek tiimor biiyiimesini desteklemektedir. In vivo kanserlere
neden olma kabiliyetine ise karsinogenez denir.®® Mutagenez testlerine drnek olarak
Ames testi ve Stiller’in hiicre doniisiim testi verilebilir. En sik kullanilan Ames test
metodunda genetik yapisi farklilastirilmis bakteri tiirleri kullanilmaktadir. Bu bakteri
tiirleri mutajenik etki karsisinda ¢ogalirlar ve olusan koloni sayis1 da mutajenite i¢in bir
gostergedir.®” %8

2.3.1.5. XCELLigence® Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell
Analysis System, RTCA)

Hiicre kiiltiiriindeki hiicrelerin 6liimii veya ¢cogalmasi, gercek zamanli hiicre analiz

sisteminde altin biyosensor mikroelektrotlar kullanilarak, hiicrelerin elektrik akimina
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gosterdikleri direng ile siirekli ve es zamanli olarak olg¢iilmektedir (Sekil 2.3.). Bu
sistemin hiicre davranisi ve sagligi lizerine herhangi bir zarar1 olmadig: bildirilmistir.
Hiicre sayisindaki artig, direnci degistirmektedir. Bunun sonunda gercek zamanlh
kantitatif bir analiz yapilabilmektedir. Ayni zamanda bu sistem icin hiicrenin

isaretlenmesine gerek yoktur.% 7

Bir Kuyucugun Yandan Goriiniigii

- Elektron Akigi HiicrelerinEklenmesi  |Engellenmis Hektron Alag:

Kiiltiir ‘

Ortami “

Kuyucuk Tabam

Sekil 2.3. xCELLigence® gercek zamanli hiicre analiz sisteminin ¢alisma mekanizmasi

Gergek zamanl hiicre analiz sistemi yardimiyla hiicre ¢ogalmasi ve oliimii es
zamanl ve siirekli olarak kaydedilebilmekte ve elde edilen veriler grafikler halinde dijital
ortama aktarilabilmektedir. Genel olarak bu sistem, hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda
hiicrenin 6zelligini belirleme, adezyon, reseptdr aracili sinyal iletimi, proliferasyon-
sitotoksisite tayini igin kullamlmaktadir. xCELLigence® analiz sisteminin geleneksel test
yontemlerine gore avantajlari; testlerin daha kisa siirede ve kolay yapilmasi, es zamanl
ol¢iim yapilabilmesi, daha giivenilir sonuglar vermesi ve daha az invaziv olmasidir.% 7

2.3.2. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneyleri bir materyalin insanlardaki toksik etkisini dnceden anlamaya
yarayan test yontemidir. Hayvan deneylerinden genellikle fare, sigan, Gine domuzlari

gibi hayvanlar kullanilsa da kedi, kopek, keci, koyun ve maymunda kullanilabilmektedir.

Bu deneylerde; hayvanlarin tiirii, cinsiyeti, yasi, hayvanin kullanilacak materyale temas
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siiresi, maruz birakilma sekli ve biyolojik yaniti degerlendirilme yoOntemi gibi
degiskenleri kontrol altinda tutmak zordur ve ayn1 zamanda etik acidan tartisilan bir test
yontemidir. Diger in vitro test yontemleriyle karsilagtirildiginda maliyeti daha yiiksek
olup uzun zaman gerektirmesi ve yorumlanmasi zordur. Ayni zamanda bu testlerin
yapilabilmesi igin alinmas1 gereken 6zel hayvan deneyleri sertifikalar1 gereklidir.>*

2.3.3. Kullanim Testleri (in vivo testler)

Kullanim testleri hayvanlar veya goniillii insanlar iizerinde yapilir. Insanlar
tizerinde uygulandiginda daha ¢ok klinik deneme olarak karsimiza g¢ikar. Hayvanlara
uygulanan klinik testlerinde maymun ve kopek gibi biiyiik hayvanlar tercih edilir. Bu
testlerin materyalin klinik kullanimina benzer bir sekilde uygulanmasi gereklidir. >* '

Biyouyumluluk degerlendirmelerinde testin laboratuvar asamalarindaki (teknik,
zaman, yer vb.) hassasiyet ve materyalin klinik kullanimmin miimkiin oldugunca taklit
edilmesi sonucun dogrulugunu etkilemektedir.*

Bir malzemenin biyolojik uyumu ve klinik olarak faydali olup olmayacagi
konusunda net bir cevap veren kullanim testleri altin standarttir. Ancak oldukga pahali ve
zaman alic1 olan bu testlerin takibi ve degerlendirilmesi de zordur. Dis hekimliginde
mukozal/gingival dokular, dental pulpa ve periodonsiyum bu testlerin ana hedefleridir.
Bu testlere 6rnek olarak kemik igerisinde bulunan implantlarin degerlendirilmesi, pulpa
irritasyon testi, mukozal/gingival kullanim testleri verilebilir.”

2.4. Biodentine™

Dis hekimligi, pulpa hasarlarindan sonra dokunun tamir olabilmesini saglamak
icin kalsiyum hidroksit, ve giiniimiizde kullanilan MTA ve Biodentine™ gibi yeni
materyallerle rejeneratif tipa onciiliik etmektedir.” MTA biyouyumlulugu ve hermetik

kapama gibi avantajlarinin yani sira bazi olumsuz 6zellikleri de bulunmaktadir. Uzun

sertlesme siiresi, renklendirme potansiyeli, manipiilasyonun zor olmas1 ve yiiksek fiyat
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dezavantajlar1 arasinda sayilabilir.”® " MTA’nin bu dezavantajlarmin dniine gecebilmek
amaciyla diger kalsiyum silikat esasli simanlar tretilmistir. Kalsiyum silikat esash
simanlar, MTA’nin kullanildigi durumlarda uygulanabilirlik ve MTA’ya benzerlik
gostermesi sebebiyle son yillarda 6nem kazanmistir. Son yillarda ¢ok sayida cesitli
kalsiyum silikatlar iiretilmesine ragmen, bu materyallerden biri gesitli ¢alismalarin ilgi
odag1 olmustur. Bu kalsiyum silikat esasli materyallerden biri de, 2009 yilinda ticari
olarak piyasaya siiriilen ve dentin alternatifi olarak tasarlanan Biodentine™ dir (Sekil

2.4)75

T
(8]
g
-y

Sekil 2.4. Biodentine™

Biodentine™, MTA ’nin farkli bilesiminden olusan ince hidrofilik toz olmak iizere
karistirma cihazinda karistirilan yeni bir kapsiil yapisindadir.”® Hidrofilik toz bileseni
dikalsiyum silikat, trikalsiyum silikat, oksit dolgu maddesi, zirkonyum oksit, kalsiyum
karbonat ve demir oksitten olusmaktadir (Tablo 2.3.). Materyalin esas ve ikincil yapisini

trikalsiyum ve dikalsiyum silikat olustururken kontrast madde olan zirkonyum oksit
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materyale radyopaklik verir. Sivisinda ise su, kalsiyum kloriir ve hidrolize edilebilir
polimer icermektedir. Ayn1 zamanda {iriinii diger iiriinlerden farkl kilan hizli sertlesme
ozelligi; sivisina kalsiyum klorit eklenmesi, s1visinin azaltilmasi ve pargacik boyutunun
arttirilmast ile saglanmgstir. Biodentine™ ’nin sertlesme siiresi 9-12 dak.’dan daha kisa
stirmektedir. Bu kisa sertlesme siiresi diger kalsiyum silikat simanlara gére olumlu bir
gelismedir.”® Materyalin ¢ozelti halindeyken kalsiyum salmasi karakterizedir. Ayni
zamanda trikalsiyum silikat esasli materyaller sentetik doku sivisiyla temasa gegtiginde

hidroksiapatit kaynagi olurlar.”

Tablo 2.3. Biodentine™ igerigi

Toz icerik Ozellik

Trikalsiyum silikat (C3S) Esas Materyal
Dikalsiyum silikat (C2S) Ikincil Materyal
Kalsiyum karbonat ve oksit Doldurucu
Zirkonyum oksit Radyoopak materyal
Demir oksit Renk Pigmenti

Stv1 Igerik Ozellik

Kalsiyum klorit Hizlandirici

Suda ¢6ziinebilen polimer Su azaltict madde

Su ile sertlesen simanlarin ana fiziksel 6zelliklerinden biri de baski direncidir.
Vital pulpa tedavilerinde tercih edilen Biodentine™ gibi iiriinlerin ¢igneme kuvvetlerine

T™,

karst dayanma kapasitelerinin yeterli olmasi gerekir.2® Biodentine™ nin biikiilme
dayanimu, elastiklik modiilii ve Vickers sertlik gibi fiziksel 6zellikleri dentine benzemekle
birlikte, bu degerler MTA’dan yiiksek bulunmustur.8!

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

iyonomer (Fuji IX) siman ile fiziksel 6zelliklerini karsilastiran bir ¢alismada en yiiksek

yiizey mikrosertlik degeri Biodentine™”de bulunmustur.?
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Radyoopasite retrograd dolgu veya tamir materyalinde bulunmas1 gereken 6nemli
bir 6zelliktir, ¢linkii bu materyaller genel olarak diisiik kalinliklarda kullanilir ve ¢evre
dokulardan kolaylikla ayirt edilmelidirler. Biodentine™de bu 6zelligin saglanmasi igin
zirkonyum oksit ilave edilmistir. Zirkonyum oksitin se¢ilme sebepleri arasinda; korozyon
direncine sahip olmasi, biyouyumlu olmasi ve uygun mekanik 6zellikler gostermesi
say1labilir.®® ISO standartlarina gére endondontik simanlar i¢in en az radyoopasite degeri
3 mm Al ile ayn1 belirlenmistir.”

Biodentine™ nin renk stabilitesi {izerine yapilan ¢esitli calismalarda 6 aya kadar
stabilitesini korudugu ve MTA’ya gore anlamli derecede daha az renklendigi
gozlenmistir.2* 8% Bunun yani sira Biodentine™ kullanildiginda ortamdaki kan, NaOCl ve
klorheksidin varliginda klinik olarak belirgin bir renklenme olustugu tespit edilmistir.%®
87

Biodentine™ materyalinin pH degerinin yiiksek oldugu, mineralizasyonu uyaran
silikon ve kalsiyum iyonlarinin salinimina sebep oldugu ve ‘mineral infiltrasyon bolgesi’
diye isimlendirilen bir tabakay1 (dentin-sement ara yiizii boyunca) olusturdugu tespit
edilmistir.®® Bu ara tabaka daha iyi bir hermetik ortilleme 6zelligi kazandirmustir.
Biodentine™ materyalinin rezin modifiye cam iyonomer siman ile sizdirmazlik
Ozelliklerini karsilastiran bir ¢alismada iki materyalinde sizdirmazlik 6zelliklerinin
benzer oldugu goriilmiistiir.%®

T™,

Biodentine ’nin  farkli baglanma sistemleriyle baglanma dayanimini
degerlendiren ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu amagla yapilan bir ¢calismada, daimi ve
siit dislerinin dentinine Biodentine™ ve cam iyonomer simanin baglanma dayanimlari

degerlendirilmis ve hem siit hem de daimi dis grubunda cam iyonomer siman

Biodentine™ den anlamli derecede daha yiiksek makaslama baglanma dayanimi
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gostermistir. Aym zamanda siit ve daimi dis gruplarinda Biodentine™’nin baglanma
degerleri karsilastirildiginda ise daimi dis grubunda daha yiiksek degerler bulunmustur.*

Biodentine™ rejeneratif endodontide, dentini igeren restorasyonlarda, pulpa
kuafajinda, eksternal ve internal rezorpsiyonlarda, apeksifikasyon, apeksogenezis
tedavilerinde ve endodontik cerrahide retrograd dolgu materyali olarak
kullanilmaktadir.”

Perforasyon, pulpa kaplamasi, retrograd dolgu veya furkasyon tamir materyali
olarak kullanilan bir dental materyalin, dental pulpa dokusu ve ¢evre dokular tizerindeki
toksik etkisinin Oonlenmesi i¢in materyalin biyolojik uygunlugu ve sitotoksisitesi goz
oniinde bulundurulmalidir.%® Bu islemler sirasinda Biodentine™ direkt bag dokusu ile
temasta oldugundan pulpa dokusunun ve periradikiiler hiicrelerin canliligini
etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda nekroza bagli hiicre 6liimii veya apoptoz meydana
gelebilir.%

Biodentine™ cam iyonomer siman ve beyaz MTA’nin insan gingival fibroblast
hiicreleri lizerinde kullanildig: bir ¢alismada materyallerin sitotoksisitesi degerlendirilmis
olup Biodentine™ ve beyaz MTA nn sitotoksisitelerinin benzer oldugu gdzlenmis olup
her iki materyalin de cam iyonomer simana gore sitotoksisite degerlerinin daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.”

2.5. Grafen

Grafen biyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle dikkat ¢eken karbon esashi
materyaldir (Sekil 2.5.). Grafenin seffaf bir materyal olmasi ve ¢ok iyi bir iletken olmasi
atomlarinin birbirine yakin olmasindan kaynaklanmaktadir. Grafen yiik tasima kapasitesi
oldukga yiiksek olan bir materyaldir. Grafende bulunan elektronlar kiitleleri yokmus gibi
hizli hareket ederler. Grafenin 1s1 ve elektrik iletkenligi oldukga yiiksektir. Grafen

dogadaki en ince materyal olmasina ragmen mekanik acidan en giiclii malzemedir.%? %
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Grafen birgok c¢alismada umut vadetmektedir ve gelecegin materyali olarak

diistiniilmektedir.%*

o

Sekil 2.5. Grafenin ¢izgi gosterimi

Dogada bulunan saf haldeki grafen hidrofobiktir.®® Organik molekiiller arasindaki
etkilesimi saglayan grafen basta ilag salim sistemi olmak {izere bir¢ok alanda
kullanilmaktadir.®® Isigin %97.7’sini genis bir dalga boyu araliginda ileten grafen optik
ozellikleri ve elektriksel yiik tasima 6zellikleri bakimindan ¢ok iyi bir materyaldir. %

Grafenin mekanik 6zellikleri {izerine yapilan arastirmalar sonucunda grafenin
mekanik olarak ¢elikten 100 kat daha giiglii oldugu gézlenmistir. Ayni1 zamanda grafen
esneklik agisindan diger materyallerle karsilastirildiginda %20 daha fazla elastik
gerilmeye sahiptir. Yiiksek dayanikliligi nedeniyle grafen, polimerik materyalin mekanik
Ozelliklerini gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Grafen yiliksek dayamiklilik ve
ayarlanabilir mekanik 6zellikleri sayesinde doku miihendisliginde doku iskelelerinde ve
tibbi implantlarda kullanilmaktadir.%®

Grafen sahip oldugu kimyasal Ozellikleri sayesinde Onemli biyolojik
uygulamalarda kullanilmaktadir. Viicut sivilarina ve suya karsi dayanikli olan ve

neredeyse saydam olan grafen, diger atomlara kars1 gecirgen olmayan bir yapidadir.*®
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Grafen pozitif bir yiike sahiptir ve negatif yiiklii niikleotitlerle etkilesime girme
yetenegine sahiptir. %

Grafen, kimyasal, ultraviyole, mikrodalga veya termal yontemler ile elde
edilebilmektedir. Diigiik maliyet ve biiylik miktarda grafen {iiretmenin en etkili
yollarindan biri kimyasal yontemdir. Bu yontemde, grafit materyaline oksidasyon islemi
uygulanarak fonksiyonel gruplar kazandirilmakta ve hidrofilik 6zelligi bulunan grafen
oksit sentezlenmektedir. Elde edilen grafen oksit askorbik asit, sodyum bisiilfit
(NaHSO3), dimetil hidrazin, sodyum borhidriir (NaBHa4), hidroik asit gibi indirgeyiciler
ile reaksiyona girerek hidrofobik olan indirgenmis grafen oksit elde edilir.®® Grafen oksit
ve indirgenmis grafen oksitin toksisitelerin karsilastirildigl bir ¢alismada indirgenmis
grafen oksitin daha az toksik oldugu bulunmustur.1®

Grafen igerikli nanomalzemelerin dis hekimliginde kullanimi sonucunda bu
materyallerin osteojenik farklilasma ve hiicresel biyo-mineralizasyonu uyardigi test
edilmis ve kanitlanmustir.2%! Oral kaviteye grafen eklendiginde farklilasan ve cogalan esas
kok hiicreler mezenkimal kok hiicrelerdir. Bunun tiizerine, grafen diger kok hiicreleri
olusturmak, farklilastirmak ve ¢ogaltmak i¢in test edilmistir. Kimyasal buhar biriktirme
yontemi kullanilarak in vitro kosullarda test edilen grafenin c¢esitli subtratlarla
birlestirildiginde insan mezenkimal kok hiicrelerini gogalttigi ve sitotoksik etkisi olmadan
cogaldigr bulunmustur.!®® Yapilan bu arastirmalar sayesinde, grafenin tek basmna veya
diger dental materyallerle kombine kullanimi i¢in yeni ¢alismalara yon verilecek,
biyomedikal faydalar1 ortaya konulacaktir.1®

Grafen ve grafen igerikli nanomateryallerin antibakteriyel 0Ozellikleri,
materyallerin fiziksel-kimyasal 6zelliklerine, maruz kalma siiresine, konsantrasyonuna ve
testlerde kullanilan bakterilerin 6zelliklerine baghdir.1%® Grafen nanokompozitlerin genel

antibakteriyel etkisi, grafenin lipitlerden fosfolipidleri ¢ikararak mikroorganizmalara
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fiziksel olarak zarar vermesi, hiicre zarina niifuz etmesi ve kesmesi ayrica mekanik strese
neden olan hiicreleri sarabilmesi yeteneginin sonucudur. '* Gram negatif ve pozitif
bakterilere kars1 antibakteriyel 6zellige sahip grafenin bu etkisi doza bagimlidir. Yiiksek
doz grafen oksit gram pozitif ve negatif bakterilerin biyofilmlerinin olusumunu 6nlerken,
diisiik doz grafen oksit ise biyofilm olusumunu arttirabilir ve istenilen etkiye ters bir
reaksiyona sebep olabilir.®® Dis hekimligindeki diger grafen kullanimlar1 da benzer
sekilde antibakteriyel etkinin; partikiil biiytkligiine, konsantrasyona, bakteri ve
besiyerinin tiirii, malzeme tipine ve testlerin kosullarina gore farklilik gostermektedir.'%
Ayrica, grafenin oral kavitedeki antibakteriyel etkisi, aliskanliklara, konak duyarliligina
ve diyetlere baglidir.1%

2.6. Immiinfloresan Boyama

Mikrobiyolojik 6rneklerde kullanilan immiinfloresan yontemi, bir materyaldeki
etken (antijen) veya bu etkene karsi olusmus antikor varliginin floresan bilesikleri ile
isaretli antikorlar kullanilarak arastirildigr immiinositokimyasal bir tekniktir. Bu teknik,
hiicre icerisindeki 6zel biyomolekiil hedeflerine floresans boyalar1 hedeflemek igin
antikorlarin antijenlerine 6zgilliiglinii kullanir ve bu sebeple hedef yapimnin numune
boyunca dagilimimin gorsellestirilmesini saglar. Bu teknik oncelikle antikorlarin yerini
belli etmek icin floroforlar: kullanir.%’

Immiinofloresan boyamalarda kullanilan 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8 OHdG)
invivo oksidatif DNA hasar1 biyolojik belirteci olan bir ajandir. Bir¢ok hastaligin
etiyolojisindeki onemi arastirilan premutajenik 6zellige sahip 8 OHdG mutasyon ve
kanser olusumuna neden olabilmektedir. 1%
2.7. Total Oksidan Seviye (TOS)

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiiriillmesi

sirasinda olusan metabolik yan tiriinlerdir. Kararsiz formda olan serbest radikaller kararli

22



duruma gecerken hiicrelere saldirarak hasar verirler. Antioksidanlar hiicreleri hasarlardan
korumak i¢in serbest radikalleri ndtralize eder. Zararl serbest radikallerin nétralizasyonu
icin antioksidanlarla serbest radikaller dengede olmalidirlar. Eger serbest radikal seviyesi
yiikselirse oksidatif hasar olusmaya baslar ve bu patolojik durum oksidatif stres olarak
adlandirilyr, 0% 110

Oksidatif stres bir hastalik olmayip, hastalig1 tetikleyen veya hizlandiran bir
faktordiir. Koruyu saglik dnlemleri bakimindan 6nemli bir unsur olan oksidatif stresin
herhangi bir semptomu bulunmadigi i¢in ileriki donemde teshis ve tami eksikligi
nedeniyle 6nemli saglik problemlerine yol agabilir. Oksidatif stres sebepleri arasinda;
toksin veya patojene maruziyet, antioksidan tampon mekanizmasinda eksiklik, asiri
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin fazla tiretimi, giinliik metabolik {iiriinler, yasam
tarzinda diizensizlik ve yogun egzersiz sayilabilir.” 111

Serum ve plazmadaki farkli antioksidan konsantrasyonlarinin ayr1 ayri dlgiilmesi
zaman alici, maliyetli olmast ve karmasik teknikler gerektirmesi bakimindan pratik
degildir. TAS ve TOS Kkitleri ile enzimatik olmayan tiim antioksidan ve oksidan
molekiilleri kolayca 6lciilebilmektedir.!!?

Oksidatif stresin toplam degerine TOS denilmektedir.!’® Demir iyonu-selator
kompleksi TOS kitlerindeki numunede bulunan oksidanlar tarafindan demir iyonuna
oksitlenir. Reaksiyon ortaminda bulunan gii¢lendirici molekiiller oksidasyon
reaksiyonunu uzatirlar. Asidik ortamda kromojen ve ferrik iyon renkli bir kompleks
olusturur. Spektrofotometrik olarak 6l¢iilen renk yogunlugu, numunede bulunan toplam
oksidan molekiil miktarin1 yansitir. Test Kitinin kalibrasyonunda hidrojen peroksit

kullanilir. Sonug, litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol

H202Equiv./L) cinsinden ifade edilir.11
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2.8. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Biyolojik sivilardaki antioksidanlarin, membranlar1 ve diger hiicresel yapilar
oksitadif hasara kars1 koruma kapasitesinin bir gostergesi olarak kabul edilen seviyeye
TAS denir.!*® Plazmadaki antioksidanlar birbirleriyle olan etkilesimden dolay: daha fazla
etki olustururlar. Bu yiizden tek basina antioksidan 6l¢iimii yerine daha degerli olan total
antioksidan seviyesi degerlendirilmektedir. Ciinkii bu 6l¢iim, serumdaki antioksidanlarin
toplam aktivitesini yansitmaktadir ve antioksidanlarin etkinligi hakkinda daha dogru
bilgiler vermektedir. Antioksidanlarin net etkisini belirlemede ve etkinlikleri hakkinda
degerlendirme yapmada TAS kullanilmaktadir.t!2
Koyu mavi-yesil renkli ABTS® (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
radikali numunedeki antioksidanlar sayesinde renksiz formuna indirgenir. Numunenin
TAS’min belirlenmesinde spektrofotometre kullanilarak 660 nm'deki absorbans seviyesi
degerlendirilir. Test Kitinin kalibrasyonunda, stabil bir antioksidan standart soliisyon (E
vitamini analogu olan Trolox Esdegeri) kullanilir.!1? 116

2.9. ALP Testi

ALP enzimi kemik iiretiminin erken evresinde osteoblastlar tarafindan salgilanir.
ALP ayn1 zamanda kalsiyum fosfat minerallerinin hiicre disinda birikmesi i¢in de gerekli
bir enzimdir. ALP, alkali ortamda molekiillerden (basta niikleik asit ve alkaloidler) fosfat
koparilmasin1 da saglar. Serumda bulunan ALP’ nin baglica kaynagi karaciger ve
kemiktir.!t” Odontojenik farklilastirmanin bir belirteci olan ALP kemik yapimu sirasinda
cok yiiksek konsantrasyonlarda iiretilmekte, genel olarak kemik yapim etkinligi hakkinda

fikir vermektedir.118
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismast TUBITAK (218S666) tarafindan desteklenmistir. 30.09.2021
tarihinde Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 6.
toplantisinda 64 karar numarasi ile etik kurul onay1 alinmis olup (EK-3), ¢alisma Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
yiriitilmustir.

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Pulpa Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan dental pulpa kok hiicreleri, Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonundan (American Type Culture Collection, ATCC) elde edilmistir. Kriyo
tiiplerdeki dondurulmus olan DPSC hiicreleri ¢alismada kullanilmak {izere oncelikle
hizlica ¢oziiliip 1200 rpm’de 5 dak. santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-30-R
Centrifuge) edilerek siipernatant kismi atilmistir (Sekil 3.1.). Ardindan dipte pellet
halinde kalan hiicreler %10 FBS (Fetal sigir soliisyonu, Gibco, USA), %1 antibiyotik
(Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin B (Thermo Fisher, Germany), %89 DPSC medyum
(Lonza, USA), %1 L-glutamin igeren taze ortam yeniden siispanse edildikten sonra 25
cm?’1ik flaska almmistir. Son olarak ¢alismada kullanilmak iizere hiicreler %5 CO2 ve 37
°C sartlarinda inkiibatérde (Esco CelCulture CO:z Incubator, England) depolanmustir

(Sekil 3.2.).
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Allegra X-30R Centrifuge

BECKMAN
COULTER

Sekil 3.2. CO2 inkiibatorii

3.1.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi
Hiicreler flaskin %85-90°1ik bir alanin1 kapladiginda PBS (Phosphate - Buffered
Saline - Sigma, USA) soliisyonu ile yikanmistir. Daha sonra Tripsin-

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (%0.25 tripsin- %0.02 EDTA) (Sigma, USA) ile
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hiicreler zeminden kaldirilmis ve 1200 rpm’de 5 dak. santrifiij edilmistir. Stipernatant
kisim atilarak hiicre silispansiyonu 48 kuyucuklu kiiltiir plakalarina 200 pl/kuyucuk
(20.000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde dagitilarak 37°C’deki %5 CO:z sartlarinda
inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan well-plate’te kuyucuklarin tabanini tamamen
doldurup doldurmadigi inverted mikroskop (Inverted Flouresant Microscope, Leica,

Germany) ile tespit edilmistir (Sekil 3.3.). Hiicreler %80°lik bir yogunluga ulastiginda

orneklerin hazirlanmasi agamasina gegilmistir.

at Q""‘t‘.,.‘." ’.
’v/ '-Qa 'Q."‘.'
’"u ~«q,ﬁ g.
'v.“\ ST Cy ¢
".u"-::?’.”#?” we 5 ]
B KRR RN ]
CLES A %ﬂ S0 Y é&f N
. s »% s - .
@sIgeeedsaacs: X CEEES e
,";",'ptd.‘:zg«; CSoe
8€49:e% CAALLS
Tty D
P :n.ﬁ.‘!“'
&

.

L]
o

-
A
"
>

.

-

3
L]
X
5
2

i

R e
Sekil 3.3. Leica inverted mikroskopta hiicrelerin iiretim kab1 tabani1 konfluensinin tespiti
3.1.3. Hiicre Sayimi
Bu islem i¢in tripan mavisi kullanilmistir. Tripan mavisinin 6l hiicrelerin
zarlarindan kolaylikla gecebildigi bilinmektedir. Pasajlama isleminde oldugu gibi
oncelikle hiicreler tripsin ile ylizeyden ayrilarak igerisine besi ortami ilavesi yapilip 1200
rpm’de 5 dak. siireyle santrifiij edilmistir. Ayni sekilde siipernatant uzaklastirilarak

hiicrelere 1 ml medyum ilave edilip pipetaj yapilarak homojen dagilimi saglanmistir. Elde
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edilen hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak 400 pl PBS ilavesiyle seyreltme islemi
yapilmistir. Hazirlanan hiicrelerin tizerine 1 pl tripan mavisi ilave edilerek seyreltme
islemi yapilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip thoma lamina birakilmistir. Isik
mikroskobu altinda canli hiicrelerin saymmi yapilmustir.

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Calismanin bu asamasinda flask igerisinde bulunan hiicrelerin tripsinizasyon
yapilarak yiizeyden ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra santrifiij yapilan hiicrelerin
siipernatant kisimlar1 uzaklastirilip hiicreler taze medyum ile pipetaj yapilarak slispanse
edilmistir. 9:1 oraninda hiicre stispansiyonu: DMSO karisiminin kriyo tiiplere koyulmasi
ile islem sonlandirilmistir. Kriyo tiipler kademeli olarak sogutulmustur. Oncelikle
+4°C’de 20 dak., -20°C’de iki saat, ardindan -80°C’de 24 saat bekletilen kriyo tiipteki
hiicreler islem sonunda s1v1 azot igerisinde -196°C’de depolanmustir.

3.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan materyaller Biodentine™ (Septodont, Saint-Maurdes-
Fosses, France) (Sekil 3.4.) ve grafendir (Sekil 3.5.). Sadece kok hiicreleri i¢eren grup
negatif kontrol grubu, kok hiicre ve DMSO (dimetil siilfoksit) iceren grup pozitif kontrol
grubu olarak belirlenmistir. Biodentine™ 2, 4, 8, 16 ve 32 ug/ml dozlarinda, grafen ise
6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml dozlarinda kullanilmistir. Her doz igin 10 kuyucuk
kullanilmigtir. Her bir materyalin farkli dozlar1 icin MTT, TAS, TOS, xCELLigence

analizleri yapilmis ve ayrica immiinfloresan boyama ile hiicre sayilar1 degerlendirilmistir.
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Sekil 3.4. Biodentine™ Sekil 3.5. Grafen

Deney giinii well-plate’deki tiim besi yerleri taze besi yerleriyle degistirilmistir.
Materyallerin biitiin konsantrasyonlar tiretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda steril bir
kabin (Sekil 3.6) igerisinde hazirlanmistir. Platelerdeki hiicre medyumlar1 dikkatli bir
sekilde uzaklastirilmistir. Daha sonra 48’lik plate ekilen hiicrelerin her kuyucuguna
hazirlanan dozlardan 200 pl verildi ve bu sayede kullanilacak olan materyallerin hiicre
ile dogrudan temas1 saglanmistir. Materyallerin sitotoksik ya da proliferasyon etkisini

belirlemek amaciyla 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

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

Biodentine™ ve grafen maddelerinin olusturdugu sitotoksisite diizeyini 6lgme
amactyla MTT testi yapilmistir. {1k olarak, kuyucuk basma 2x10* hiicre, 200 ul DPSC
medyumunda 48 kuyucuklu plate’lere yerlestirilmistir. Hiicreler tutunduktan sonra, etken
maddeler ilave edilmis ve 24 saat siireyle maruz kalmalar1 saglanmigtir. Ardindan hiicre
medyumu uzaklastirilip hazirlanmis olan MTT soliisyonu (5mg/ml) (Sekil 3.7.)
kuyucuklarin her birine 10 pl ilave edilerek kuyucuklarin hacimleri medyum ile 100 pl’ye
tamamlanmistir (Sekil 3.8.). Ve 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 4 saat bekletilerek MTT
ile hiicrelerin proliferasyonu goézlenmistir. Formazan kristallerini ¢dzmek i¢in
kuyucuklardaki sivi almmarak 100 pl DMSO ilave edilmistir. Son olarak, dl¢iimler
MultiSkan GO Mikroplaka Spektrofotometresi mikroplaka okuyucusunda 570 nm’de

alinmustir.

Sekil 3.7. MTT soliisyonu
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Sekil 3.8. 48 kuyucuklu platelerdeki DPSC tizerine eklenmis MTT soliisyonu

3.4. LDH Analizi

LDH seviyesinin belirlenmesi amaciyla LDH Elisa kiti (Sunlog Biotech Co.,
China) kullanilmistir (Sekil 3.9.). Hiicre kiiltiirii plazma medyumlar1 kullanilarak
Olclimler gerceklestirilmistir. Temel olarak LDH laktik asidi katalize ederek piruvat
tiretir. Alkali soliisyonda piruvat ile 2,4-dinitrofenilhidrazin reaksiyona girerek kirmizi-
kahverengi renkli piruvat dinitrofenilhidrozon olusturur. Olusan renk yogunlugu piruvat
Konsantrasyonuyla orantilidir. Her kuyucuga 100 pl standart ¢alisma soliisyonlart ve
plazma medyumu eklenip 37°C’de 90 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
kuyucuklardaki s1v1 dokiilerek her kuyucuga 100 pl Biotinle isaretlenmis antikor iceren
calisma soliisyonu ilave edilerek 37°C” de 60 dak. inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
kuyucuklardaki sivi aspire edilerek Ui kez yikama soliisyonuyla yikanmistir.
Kuyucuklara 100 pul HRP konjugati eklendi ve 37°C’de 30 dak. inkiibe edilmistir. Daha
sonra kuyucuklardaki sivi dokiilerek bes kez yikama soliisyonuyla yikanmistir. 37°C’de

15 dak. siireyle 90 pl substrat reaktifi kuyucuklara eklenerek inkiibe edilmistir.
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Sonrasinda biitiin kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenmis ve 450 nm’de

okutularak OD (optik yogunluk) degeri belirlenmistir.

=

Sekil 3.9. LDH Kiti

3.5. XCELL.igence Analiz

Bu analiz yonteminde E-plaka kuyucuklarina 50 ul besi yeri eklendi. DPSC
hiicreleri 50 pl igerisinde 104 hiicre olacak sekilde ekilmis ve E-plaka oda sicakliginda
30 dak. inkiibe edilmistir. Ardindan E-plaka inkiibatorde bulunan RTCA cihazinin
(ACEA Biosciences Inc., California) (Sekil 3.10) plaka bolgesine yerlestirilerek
hiicrelerin logaritmik proliferasyon durumlari istenilen zaman araliklarinda gozlenmistir.
24 saat inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilip sonrasinda kuyucuklara
kullanilan ilaglarin farkli dozlarmi igeren 100 pl besi yeri eklenmistir. Kontrol
kuyucuklarma ise sadece medyum ve medyum+DMSO eklenmistir. {laglar eklendikten
sonra 72 saat deney devam edilmis ve bu sirada hiicre indeksi (CI) degerlerinin 6l¢limii
gerceklestirilmistir (Toplam 96 saat). Hiicrelerin ilaca kars1 gelistirdikleri kisa siireli

cevabi 6lgmek igin, hiicreler ilacin eklenmesinden sonraki bir saat boyunca her 2 dak.’da
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bir, uzun siireli hiicresel cevaplar1 gozlemleyebilmek icin ise deney siiresince her 30

dak.’da bir gézlemlenmistir.

SP Analyzer
26.1.0806-4062-3)

Sekil 3.10. xCELLigence cihazi ve birlikte kullanilan bilgisayar

3.6. Immiinofloresans Boyama

30 dak. paraformaldehitte hiicreler tespit edildikten sonra endojen peroksidazin
inaktive edilmesi amaciyla PBS’de 5 dak. yikanmis ve %3’liik H202’ de 5 dak.
tutulmustur. PBS’ de 5-10 dak. daha yikanmis ve penetrasyon amaciyla 15 dak. %0.1
Triton-X 100’de tutulduktan sonra tiim primer ve sekonder antikorlarla uyumlu olan
protein blok kullanilarak nonspesifik zemin boyanmasimi onlemek amaciyla 5 dak.
inkubasyona birakilmigtir. Blok soliisyonunun fazlasi doku kesitleri {izerinden
dokiildiikten sonra yikanmadan primer antikor (8 OHdG Cat No: ab48508 Diliient Oran:
1/200) ve kontrol grubunda PBS damlatilmistir.  Sekonder isaretleyici olarak
immunfloresan antikor kullanilip (FITC Cat No: ab6785 Diliient Orani: 1/1000) karanlik
ortamda 45 dak. bekletilerek ve distile su ile yikanmistir. Daha sonra sekonder olarak

DNA isaretliyici mounting medyumlu DAPI (Kat no, diliient oran1) damlatilip gliserin
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eklenerek konfokal mikroskobu (Leica,Germany) ile incelendi. Incelenen drneklerden 5

farkli bolge fotograf ¢ekilerek immiin pozitifliklerine gére derecelendirilmistir. (Tablo

3.1)

Tablo 3.1. Hiicre hattinda immiinfloresans boyamalarin skorlanmasi

Pozitif hiicre sayisi Skorlanma

1-3 Negatif (-)

3-7 Cok Hafif (+)

8-13 Hafif (++)

14-20 Orta (+++)

21-25 Siddetli (++++)

25 < Cok siddetli (+++++)

3.7. TOS ve Total Antioksidan TAS Seviyelerinin Belirlenmesi

TAS ve TOS seviyelerinin belirlenmesi amaciyla TAS-TOS ticari kitlerinde (Rel
Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tirkiye) (Sekil 3.11. ve 3.12.) hiicre kiiltiiriinde
hiicrelerin gelistikleri plazma sivilar1 kullanilmistir. TAS 6l¢iimiiniin prensibi, test edilen
numune igerigindeki antioksidanlarin mavi yesil renge sahip ABTS™ radikalini renksiz
forma getirmesi ile iliskilidir. Kuyucuklardaki 18 pl’lik 6rnek soliisyonuna Reaktif 1
soliisyonundan 300 pl eklendikten sonra ilk absorbans (A1) degeri 660 nm’de
okunmustur. Ardindan 45 ul'lik Reaktif 2 soliisyonu ayni kuyucuklara eklenmis ve oda
sicakliginda 10 dak. bekletildikten sonra ikinci absorbans (A2) degeri mmol Trolox
Equiv./L cinsinden okunmustur.

[AAbs H,0 — AAbs Ornek]
[AAbs H,0 — AAbs Standart]

Sonug =

A2-A1= Ornegin, standardin veya H20’nun AAbs’si
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Rel_Assay Diagnostics

Total Antioxidant Status

Assay Kit

Sekil 3.11. TAS Kiti

TOS diizeyi Ol¢limiin prensibi numune igerigindeki oksidanlarin ferréz iyon
selator kompleksinin ferrik iyonuna kiimiilatif olarak oksitleyen oksidan
mekanizmasindan yola ¢ikarak asidik ortamda ferrik iyonlarmin turuncu rengi ile
kompleks meydana getirmesi temeline dayanmaktadir. Spektrofotometrik 6l¢iimlerde
ornekteki oksidan molekiillerle dogru orantili olarak absorbans degerleri degismektedir.
Kuyucuklardaki 45 ul’lik plazma 6rnegi soliisyonuna Reaktif 1 soliisyonundan 300 pl
eklendikten sonra ilk absorbans degeri 530 nm’de okunmustur. Ardindan 15 pl'lik Reaktif
2 soliisyonu ayni1 kuyucuklara eklenmis ve oda sicakliginda 10 dak. bekletildikten sonra
ikinci absorbans degeri mmol Trolox Equiv./L cinsinden okunmustur.

AAbs Ornek
AAbs Standart x

*

Sonu¢ =

A2-Al = Ornegin veya standardin AAbs’si

* Standartin Konsantrasyonu
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Rel _Assay Diagnostics

Total Oxidant Status
Assay Kit

/.‘ 4 mm ce tm e seaes

Sekil 3.12. TOS kit

3.8. ALP Aktivite Testi

ALP seviyesinin belirlenmesi amaciyla ALP ELISA kiti (Elabscience, USA)
kullanilmigtir (Sekil 3.13.). Hiicre kiiltiirii plazma medyumlar1 kullanilarak 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Temel olarak ALP benzen disodyum fosfati1 ayristirarak serbest fenol
ve fosforik asidi tretir. Alkali soliisyonda fenol ile 4-aminopirlin tepkimeye girerek
potasyum ferrisiyaniir katalizorliigiinde oksitlenerek kirmizi kinon iiretir. ALP enzim
aktivitesi, OD (optik yogunluk) degeri Ol¢iilerek dolayli olarak hesaplanir. 37 °C’de
kuyucuklara 100 ul standart ve hiicre soliisyonlari eklenip 90 dak. inkiibe edilmistir.
Kuyucuklarda bulunan sivi inkiibasyon sonunda dokiildii ve her kuyucuga 100 pl Biotinle
isaretlenmis antikor igeren c¢aligma soliisyonu ilave edilerek 37 °C’de 60 dak.
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki sivi aspire edilerek yikama
soliisyonuyla 3 kez yikanmistir. Kuyucuklara 100 ul HRP konjugati eklenip 37 °C’de 30
dak. inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklardaki sivi bosaltilarak yikama soliisyonuyla 5

kez yikanmigtir. 90 pl substrat reaktifi kuyucuklara eklenmis ve 37 °C’de 15 dak. siireyle
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inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmis

ve 450 nm’de okutularak OD (optik yogunluk) degeri belirlenmistir.

Elabscience

.vww‘elabscierce com

1]
o
=
Sty
[X)
173
o |
o
L

Sekil 3.13. ALP Kiti

3.9. Istatistiksel Analiz
Bu calismada kullanilan istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism 8.0a for

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

%35 onem seviyesinde gerceklestirilmistir. MTT, TAS, TOS, LDH ve ALP verilerinin

analizlerinde tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile degerlendirilmistir

Analizlerde gruplar arasi farklilig1 belirlemede ise LSD testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Analizi

DPSC iizerine farkli dozlarda uygulanan Biodentine ™ ve grafenin 24 saat sonunda
MTT analiz yontemi ile sitotoksik etkileri belirlenmis ve hiicre canlilik oranlari
Tablo 4.1°de verilmistir (Sekil 4.1). Biodentine™ materyali i¢in artan dozlarla beraber
hiicre canlilik oranlarmin azaldig1 gozlenmistir. Grafen 6.25 pg/ml dozunda en diisiik
hiicre canlilik oranini sergiledikten sonra en yiiksek hiicre canliligina 12.5 pg/ml dozunda
ulasmis ve artan diger dozlarinda ise bir azalis sergilemistir. Biodentine™ 2 pg/ml
grubundaki hiicre artig1 oran1 pozitif kontrol grubuna kiyasla anlamli iken, Biodentine™
16 ve 32 pg/ml gruplariin negatif kontrol grubuna kiyasla diisiik hiicre canlilik oram
sergilemeleri istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturmustur (p<0.05). Grafen 12.5
ng/ml grubundaki hiicre artig orani pozitif kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmustur.
Ayrica grafen 6.25-50-100 pg/ml gruplarindaki hiicre canlilik oranlarindaki azalis hem
negatif hem de pozitif kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik
olusturmustur (p<0.05). En fazla hiicre canlilik oran1 sergileyen Biodentine™ 2 pug/ml ve
grafen 12.5 pg/ml gruplarindaki hiicre artis oranlari arasinda ise istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0.59).

Tablo 4.1. DPSC hiicrelerinde 24 saat sonra elde edilen MTT analizi sonuglari

Grup Ortalama + Standart Sapma
Negatif kontrol 100+ 0
Pozitif kontrol 91+3.4
Biodentine™ 2 pg/ml 103+5
Biodentine™ 4 pg/ml 97.6+6.4
Biodentine™ 8 ng/ml 98.1+5.8
Biodentine™ 16 pg/ml 86+9.6
Biodentine™ 32 pg/ml 86.1 £6.1
Grafen 6.25 pg/ml 60.2+10.8
Grafen 12.5 pg/ml 106.6 + 16.8
Grafen 25 pg/ml 98.6 +4.7
Grafen 50 pg/ml 76.7+8.5
Grafen 100 pg/ml 80.2 +2.7
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Sekil 4.1. Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarmin 24 saatlik MTT analizi sonuglar
* p<0,05 negatif kontrol grubuna goére anlamh farklilik, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna gore anlaml
farklilik

4.2. LDH Testi

Biodentine™ ve grafenin DPSC iizerindeki sitotoksitelerinin belirlenmesinde
kolorimetrik sitotoksite degerlendirme yontemi olan LDH testinin 24 saatlik sonuglari
Tablo 4.2.°de verilmistir (Sekil 4.2.). Biodentine™ gruplarinin dozlar1 arttik¢a ortalama
LDH aktivitesinde bir artis gézlenmistir. Grafen gruplarinin tamami ise negatif kontrol
grubundan yiiksek ortalama LDH aktivitesine sahiptir. Negatif kontrol grubundan daha
diisiik LDH aktivitesi sadece Biodentine™ 2 pg/ml grubunda tespit edilmistir (p<0,05).
Biodentine™ 2 pg/ml, Biodentine™ 4 pg/ml, grafen 12.5 ug/ml ve grafen 25 gruplarinin
pozitif kontrol grubundan diisiik LDH aktivitesi sergilemeleri istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur (p<0.05). Ayrica bu dort grubun ortalama LDH aktivite seviyeleri arasinda

da istatistiksel olarak anlamli farkliliklar mevcuttur (p<0.05).
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Tablo 4.2. DPSC hiicrelerinde 24 saat sonra elde edilen LDH analizi sonuglari

Grup Ortalama + Standart Sapma
Negatif kontrol 13.8+0.5
Pozitif kontrol 16.1+£0.5
Biodentine™ 2 pg/ml 12.8+0.3
Biodentine™ 4 pg/ml 13.7+£0.4
Biodentine™ 8 pg/ml 14.6+£0.4
Biodentine™ 16 pug/ml 15.8 + 0.4
Biodentine™ 32 pg/ml 16.7+0.3
Grafen 6.25 pg/ml 17+0.3
Grafen 12.5 pg/ml 15.6 +0.3
Grafen 25 pg/ml 148+0.5
Grafen 50 pg/ml 16.1+0.6
Grafen 100 pg/ml 17.8+0.6
LDH
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Sekil 4.2. Kontrol ve galisma gruplarinin 24 saat sonundaki LDH degerleri
* p<0.05 negatif kontrol grubuna goére anlaml farklilik, # p<0.05 pozitif kontrol grubuna gore anlamli
farklilik

4.3. xCELLigence Analizi
Biodentine™ nin farkli dozlarmin DPSC proliferasyonu iizerine olan etkisinin
belirlenmesi i¢in her bir doz xCELLingence cihazinda ii¢ kuyucukta 72 saat boyunca

takip edilmistir. Farkli Biodentine™ dozlarina ait iiger farkli kuyucuktan elde edilen
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empedans degerlerinin ortalamalar1 grafiklerde hiicre indeksi olarak verilmistir. DPSC
lizerine 24. saatte Biodentine™ nin farkli dozlari eklendikten sonra takip eden 72 saat
boyunca hiicre indekslerinde gozlenen degisim Sekil 4.3.’de verilmistir. Hiicre
indekslerindeki degisimin kontrol grubuna kiyasla degerlendirildigi standardize edilmis

hiicre indeks degisimi ise Sekil 4.4’de verilmistir.

4,0

Negatif Kontrol

—u— Pozitif kontrol

—=— Biodentine™ 2ug/ml

Biodentine™ 4ug/ml

Cell Index

—e— Biodentine™ 8ug/ml

—u— Biodentine™16ug/ml

Biodentine™ 32ug/ml

0,0 24,0 48,0 72,0 96,0
Time (in Hour)

Sekil 4.3. 96 saatlik Biodentine™ xCELLigence sonuglar: (ilaglar ve kimyasallar 24 saat
sonunda kiiltlir ortamina eklenmistir).
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1,7

1,6

—— Negatif kontrol

—u— Pozitif kontrol

Cell Index

0,8

0,0 24,0 48,0 72,0 96,0
Time (in Hour)

=— Biodentine™ 2ug/ml

Biodentine™ 4pg/ml

—e— Biodentine™ 8ug/ml
Biodentine™ 16ug/ml

Biodentine™ 32ug/ml

Sekil 4.4. Saatteki hiicre indeks degerleri ve pozitif kontrol grubuna kiyasla her bir gruba
ait hiicre indeks degerleri dagilimi1

Farkli dozlardaki Biodentine™ DPSC iizerine eklendikten sonraki ilk 48 saat
boyunca DPSC hiicreleri bir artig sergileyerek 72. saatte en yiiksek hiicre indeks degerine
ulasmis ve 96. saate dogru bir azalis sergilemistir. Biodentine™ 2 pg/ml, Biodentine™ 4
pg/ml ve Biodentine™ 8 pg/ml gruplar negatif kontrol grubundan yiiksek hiicre indeks
degerleri sergilemislerdir. Biodentine™ 16 ug/ml ve Biodentine™ 32 pg/ml gruplar ise
sadece pozitif kontrol grubundan yiiksek hiicre indeks degerlerine sahiptir. 84. saatten
sonra hiicre indeks degeri bakimindan Biodentine™ 16 ug/ml ve Biodentine™ 32 pg/ml
gruplar1 pozitif kontrol grubundan, Biodentine™ 8 pg/ml grubu ise negatif kontrol
grubundan daha diisiik degerler sergilemistir. 96. saatte sadece Biodentine™ 2 pug/ml ve
Biodentine™ 4 pg/ml gruplari kontrol gruplarindan yiiksek hiicre indeks degerine sahiptir.

DPSC {izerine 24. saatte grafenin farkli dozlar1 eklendikten sonra takip eden 72
saat boyunca hiicre indekslerinde gozlenen degisim Sekil 4.5.’de, standardize edilmis
hiicre indeks degisimi ise Sekil 4.6.’da verilmistir. DPSC hiicrelerine farkli dozlardaki

grafen eklendikten sonraki ilk 48 saat boyunca DPSC hiicrelerinde bir artis gézlenmis,
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72. saatte en yiiksek hiicre indeks degerine ulasilmis ve 96. saate dogru bir azalma
gbzlemlenmistir. Deney siiresince en yiiksek hiicre indeks degerleri grafen 12,5 pg/ml
grubunda gézlenmistir. Grafen 6.25 pg/ml grubu kontrol gruplarindan daha yiiksek hiicre
indeks degeri sergilemis ancak 94. saatten sonra negatif kontrol grubunun altinda
kalmistir. Grafen 25 pg/ml grubu pozitif kontrol grubuyla benzer bir hiicre indeks degeri
dagilimima sahiptir. Grafen 50 ug/ml grubunda 72. saatten sonra negatif kontrol
grubundan 94. saatten sonra da pozitif kontrol grubundan daha disiik degerler
gozlenmistir. Grafen 100 pg/ml grubu negatif kontrol grubundan daha diisiik hiicre indeks

degerine sahip olup 85. saatten sonra pozitif kontrol grubundan da diisiik degerler

sergilemistir.
4,0
3,5
30 —— Negatif kontrol
- —=— Pozitif kontrol
x 2,5 . A
% s —=a— Grafen 6,25ug/ml
£ 20 4
="’ / Grafen 12,5pg/ml
]
© 1,5 e T : —e— Grafen 25ug/ml
(10— Grafen 50ug/ml
] Grafen 100pg/ml
0,5 i~
0,0 +
0,0 24,0 48,0 72,0 96,0
Time (in Hour)

Sekil 4.5. 96 saatlik grafen XxCELLigence sonuglari (ilaglar ve kimyasallar 24 saat
sonunda kiiltlir ortamina eklenmistir).
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—— Negatif kontrol
—=— Pozitif kontrol
—a— Grafen 6,25ug/ml
Grafen 12,5ug/ml
—eo— Grafen 25ug/ml
Grafen 50ug/ml

Grafen 100ug/ml

Sekil 4.6. Saatteki hiicre indeks degerleri ve pozitif kontrol grubuna kiyasla her bir gruba
ait hiicre indeks degerleri dagilim

Tablo 4.3. Materyallerin negatif kontrol grubuna kiyasla materyaller eklendikten sonraki
24, 48 ve 72 saatteki XCELLigence hiicre indeks sonuglari

Materyal Relative Hiicre indeksi (Cl)
24 saat 48 saat 72 saat
Negatif Kontrol 1 1 1
Pozitif kontrol 1.04 1.36 11
Biodentine™ 2 pg/ml 1.13 15 1.28
Biodentine™ 4 ug/ml 1.11 1.42 1.24
Biodentine™ 8 ug/ml 1,12 1.46 1.01
Biodentine™ 16 pg/ml 1.06 1.11 0.91
Biodentine™ 32 pg/ml 1.06 1.1 0.93
Grafen 6.25 ug/ml 1.14 1.52 1.07
Grafen 12.5 pg/ml 1.13 1.62 1.39
Grafen 25 pg/ml 1.06 1.37 111
Grafen 50 pg/ml 1.14 1.34 0.97
Grafen 100 pg/ml 1.04 1.13 0.88

DPSC iizerine uygulanan materyallerin farkli dozlarinin negatif kontrol grubuna

gore standardize edilmis 24., 48. ve 72. saatteki hiicre indeks degisimleri Tabloda 4.3.’de

verilmistir. 48. saatteki Biodentine™ 2 pg/ml, Biodentine™ 4 pg/ml ve Biodentine™ 8
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png/ml gruplar ile grafen 6.25 pg/ml ve grafen 12.5 pg/ml gruplarn yiiksek hiicre indeks
degerlerine sahip olduklar1 gézlenmektedir. 72. saat sonunda ise Biodentine™ 2 pg/ml,
Biodentine™ 4 ug/ml ve grafen 12.5 pg/ml gruplari diger gruplardan daha yiiksek hiicre
indeks degerleri sergilemislerdir.

4.4, immunfloresan Inceleme

Deney gruplariin DPSC hiicre hattindaki 8 OHdG immunfloresans boyama
goriintiilerinin - boyama sonucu immun pozitifliklerine gore degerlendirilmesi
Tablo 4.4.’de verilmistir (Sekil 4.7. ve 4.8.). Oksidatif DNA hasarinin bir gostergesi olan
8 OHdG immunfloresans boyama miktar1 en fazla pozitif kontrol grubunda c¢ok siddetli
olarak degerlendirilmistir. Uygulanan materyal gruplarinin biitiin dozlarinda pozitif
kontrol grubundan daha diisiik immiinfloresans boyama mevcut olup artan dozlarla
birlikte immunfloresans boyama miktarinin artarak pozitif kontrol grubuna yaklastigi
gbzlenmistir. En basarili antioksidatif etkiye sahip grup negatif kontrol grubuna benzer
negatif boyama gozlenen Biodentine™ 2 pg/ml olmustur. Grafen materyalinde de en iyi

sonug ¢ok hafif immiin boyama sergileyen 6.25 pg/ml konsantrasyonunda elde edilmistir.

Tablo 4.4. Iimmunfloresans goriintiilerin degerlendirme skorlar

Skor  Sonuglar

Biodentine™ 2 pg/ml 0 Negatif (-)
Biodentine™ 4 pg/ml 3 Orta (+++)
Biodentine™ 8 pg/ml 3 Orta (+++)
Biodentine™ 16 pg/ml 4 Cok siddetli (+++++)
Biodentine™ 32 pg/ml 4 Cok siddetli (+++++)
Grafen 6.25 pg/ml 1 Cok Hafif (+)

Grafen 12.5 pg/ml 2 Hafif (++)

Grafen 25 pg/ml 2 Hafif (++)

Grafen 50 pg/ml 3 Orta (+++)

Grafen 100 pg/ml 4 Siddetli (++++)
Pozitif kontrol 5 Cok siddetli (+++++)
Negatif Kontrol 0 Negatif (-)

45



"LIO[IUNIQS SUBSAIO[JUNWWI UNUNUOASaIdsyo DPHO § (UaAdwiddt QSN T 2A U131 OSING ) wurre[dnid jonuoy oA (Lrejzop [wy/3n
00T ‘TaA 05 '1'GZ "y ‘G'2T "6 ‘'SZ'9 '}) usyelb ‘(trejzop (w3 ¢ 9 8A 9T 'p ‘8 0 ‘v °'q ‘Z "B) , ,Aunuspolg epuniey o100y DSJA "L IPPS

D

=11]

.
.



Cok siddetli

Siddetli
Orta
Hafif
Cok Hafif
Negatif I
A A AN A A A AN N A N AN
O A O O A A
Vv » © & O O ¥
e e e '\/ il v V v o D > X
& & & ¢ ¢ Y & & e & %
& A A & &3 &a & &
&L LS i oL L © © (O
9 2 9 Q‘,\o & &
QO

Sekil 4.8. Deney gruplarinin DPSC hiicre hattindaki 8 OHdG immunfloresans boyama
goriintiilerinin degerlendirme skorlari

4.5. TAS Analizi

DPSC iizerine farkli dozlarda Biodentine™ ve grafen uygulamalarinin 24 saat
sonundaki antioksidan seviyeleri TAS analiz yontemi ile belirlenmis ve Tablo 4.5’de
gosterilmistir  (Sekil4.9). Calisma gruplarimizdaki materyallerin  hepsi  kontrol
gruplarindan yiiksek antioksidan seviyeye sahip olup sadece grafen 6.25 ug/ml grubu
negatif kontrol grubundan diisiik ortalama antioksidan seviyeye sahiptir. Biodentine"""nin
biitiin dozlarinin kontrol gruplarina kiyasla daha yiiksek antioksidan seviyeye sahip
olmasu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Grafen gruplarinda ise sadece
grafen 12.5 pg/ml grubunda pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis gozlemlenmistir (p<0.05). Biodentine™nin biitiin dozlarinin grafen gruplar
igerisinde en yiiksek antioksidan seviyesine sahip 12.5 pg/ml grubundan yiiksek

antioksidan seviyeye sahip olmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 4.5. DPSC hiicrelerinde 24 saat sonra elde edilen TAS analizi sonuglari

Grup Ortalama + Standart Sapma
Negatif kontrol 13+0
Pozitif kontrol 1.2+0.2
Biodentine™ 2 pg/ml 1.8+0.1
Biodentine™ 4 pg/ml 1.8+0
Biodentine™ 8 pg/ml 2.1+0.2
Biodentine™ 16 pug/ml 2+0.1
Biodentine™ 32 pug/ml 2+0
Grafen 6,25 pg/ml 1.2+0.2
Grafen 12,5 ug/ml 14+0
Grafen 25 pg/ml 1.3+0.2
Grafen 50 pg/ml 13+0.2
Grafen 100 pg/ml 13+£0.2
TAS
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Sekil 4.9. Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarmin 24 saatlik TAS analizi sonuglari

* p<0,05 negatif kontrol grubuna goére anlaml farklilik, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna gore anlamli
farklilik

4.6. TOS Analizi
DPSC iizerine farkli dozlarda Biodentine™ ve grafen uygulamalarinin oksidan
seviyeleri TOS analiz yontemi ile 24 saat sonunda belirlenmis ve Tablo 4.6.’da

gosterilmistir (Sekil 4.10.). Biodentine™ gruplarmin dozlar arttikga ortalama oksidan
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seviyesi miktarinda da bir artis gézlenmistir. Grafenin en yliksek ve en diisiik dozlarinda
en yiiksek ortalama oksidan seviyesi izlenmistir. Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen
12.5 pg/ml gruplarinin pozitif kontrol grubuna goére daha diisik oksidan seviye
sergilemesi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Biodentine™ 16 pg/ml, Biodentine™
32 ng/ml, grafen 6.25 pg/ml ve grafen 100 pg/ml gruplarinin kontrol gruplarindan yiiksek
ortalama oksidan seviyesine sahip olmalar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). En diisiik oksidan seviyeye sahip Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen 12.5 ug/ml
gruplarinin ortalama oksidan seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (p=0.34).

Tablo 4.6. DPSC hiicrelerinde 24 saat sonra elde edilen TOS analizi sonuglari

Grup Ortalama + Standart Sapma
Negatif kontrol 73+1.6
Pozitif kontrol 83+14
Biodentine™ 2 pg/ml 6.4+0.3
Biodentine™ 4 pg/ml 6.8+ 0.6
Biodentine™ 8 pg/ml 83+1.4
Biodentine™ 16 pg/ml 10.7+2.5
Biodentine™ 32 pg/ml 11.2+1.7
Grafen 6.25 pg/ml 13.5+1.1
Grafen 12.5 ng/ml 5.7+0.4
Grafen 25 pg/ml 7+0.8
Grafen 50 pg/ml 7+0.8
Grafen 100 pg/ml 114+05
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Sekil 4.10. Kontrol, Biodentine™ ve grafen gruplarmin TOS analizi sonuglari

* p<0,05 negatif kontrol grubuna goére anlamh farklilik, # p<0,05 pozitif kontrol grubuna gore anlamli
farklilik

ALP Testi

Biodentine™ ve grafenin farkli dozlarmin DPSC iizerindeki odontojenik
aktiviteleri, odontojenik farklilasmanin bir belirteci olan ALP aktivite testi ile belirlenmis
ve sonucglar1 Tablo 4.7.°de verilmistir. (Sekil 4.11.). Materyaller incelendiginde
Biodentinde™ 4 ug/ml ve grafende ise 12.5 pg/ml dozlaridan sonra artan dozla birlikte
ALP enzim aktivitesinde bir azalma gézlenmistir. Calisma gruplarinin tamaminda ALP
enzim seviyelerinin pozitif kontrol grubundan daha yiiksek olmasi istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olusturmustur (p<0.05). Biodentine™ 2 pg/ml ve Biodentine™
4 pg/ml gruplarinin her iki kontrol grubundan da yiiksek ortalama ALP enzim
seviyelerine sahip olmasi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Grafen 50 pg/ml ve
grafen 100 pg/ml gruplar ise negatif kontrol grubundan istatistiksel olarak daha diisiik
ortalama ALP enzim seviyelerine sahiptir (p<0.05). En yiiksek ALP enzim aktivitesi
sergileyen Biodentine™ 4 ug/ml ve grafen 12.5 pg/ml gruplarinin ortalama ALP enzim

seviyeleri arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=0.16).
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Tablo 4.7. DPSC hiicrelerinde 24 saat sonra elde edilen ALP analizi sonuglari

Grup Ortalama + Standart Sapma

Negatif kontrol 3.8+0.2

Pozitif kontrol 24+04

Biodentine™ 2 pg/ml 43+05

Biodentine™ 4 pg/ml 43+0.4

Biodentine™ 8 pg/ml 3.8+0.5

Biodentine™ 16 pug/ml 3.8+0.4

Biodentine™ 32 pg/ml 34+04

Grafen 6.25 pg/ml 3.7+£04

Grafen 12.5 pg/ml 4+0.3

Grafen 25 pg/ml 3.9+0.3

Grafen 50 pg/ml 32+0.3

Grafen 100 pg/ml 29+0.3
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Sekil 4.11. Calisma ve kontrol gruplarinin ALP enzim aktivite degerleri.
* p<0.05 negatif kontrol grubuna gére anlamli farklilik, # p<0.05 pozitif kontrol grubuna gore anlaml
farklilik
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5. TARTISMA

Dis hekimliginde pulpanin canli olarak korunmasina yonelik olan vital pulpa
tedavileri disin uzun siire agizda kalmasini saglayan 6nemli bir tedavi yaklasimidir. Vital
pulpa tedavilerinin amaci odontoblast adi verilen 6zel hiicrelerden meydana gelen ve
mezenkimal orjinli bir doku olan pulpa dokusunu igeren pulpa- dentin kompleksinin
canliliginin korunmasidir. Bu tez calismasinda grafenin dental pulpa kok hiicreleri
tizerindeki rejeneratif kapasitelerinin test edilmesi ve vital pulpa tedavilerinde kullanilan
materyallere alternatif olup olamayacaginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Restoratif
dental materyallerin toksik etkilerinin yan1 sira enflamasyonu sinirlandirma ve tersiyer
dentinogenezis mekanizmasini indiikleme yetenekleri ile dokular {izerindeki
biyoaktivitelerinin incelenmesi de oldukca énemlidir. 1*° Calismamizda ¢ocuklarin dental
tedavileri arasinda bilyiik neme sahip vital pulpa tedavilerinde direkt veya indirekt pulpa
kuafaji amaciyla kullanilan Biodentine™ ve kok hiicrelerin farklilasmasini etkileyen
grafen materyalinin insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve
odontojenik farklilasma kapasiteleri iizerine olan etkileri incelenmistir. Calisma
materyallerinden Biodentine™ 2 ug/ml ve grafen 12.5 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda
insan DPSC’si tizerinde basarili sonuglar elde edilmistir.

Biodentine™ trikalsiyum silikat (CasSiOs) esash inorganik restoratif ticari bir
simandir ve 'biyoaktif dentin’ olarak tanitilmaktadir. Materyalin, MTA ve Bioagregat gibi
diger trikalsiyum silikat simanlarina kiyasla daha iyi fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip
oldugu iddia edilmektedir.8! Biodentine™, kok perforasyonlari, apeksifikasyon,
rezorpsiyonlar, retrograd dolgular, pulpa kuafaj prosediirleri ve dentin replasmani gibi
cesitli klinik uygulamalarda kullanilir. Biodentine™"nin biyouyumlulugu ile ilgili simdiye
kadar yapilan calismalarin verilerine gére genellikle sitotoksik bulunmamistir.”®> Son

yillarda, karbon nanotiipler, grafen ve bor nitriir nanotiipler dahil olmak tizere diisiik
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boyutlu nanomalzemelere olan ilgi, uygun biyouyumluluklari, genis yiizeye 6zgii alanlari
ve yilksek mekanik o6zellikleri nedeniyle artnmstir.!?® Grafen konjuge sp? karbon
atomlarindan olusan tek bir atomik tabakadir. Grafen, karbon atomlar1 arasindaki baglarin
esnekligi nedeniyle su ana kadar var olan en ince, en giiclii ve en sert malzeme olabilir.1?
Grafen, biyomalzemelerin fiziksel, mekanik ve biyolojik 6zelliklerini gelistirmek icin
kullanilabilir.'?>?* Kolayca islevsellestirilebildigi icin, grafen ayrica biyomedikal
uygulamalarda (6rnegin biyosensorler, ilag ve gen dagitimi i¢in nano tasiyicilar ve hiicre
goriintiileme ve kanser icin fototerapi cihazlari) kullanilmaya baslanmistir. Grafen
nispeten saf bir bi¢imde sentezlenebildiginden ve ayarlanabilir bir yiizey sundugundan,
mezenkimal kok hiicreler, néronal kok hiicreler, uyarilmis pluripotent kok hiicreler ve
digerleri gibi hiicrelerle deneyler icin ilging bir substrat olarak ortaya ¢ikmugtir,10%125-127
Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda bu iki materyali kullanarak hiicre proliferasyonu,
oksidatif stres ve odontojenik farklilagma bakimindan insan DPSC’si iizerindeki etkilerini
arastirdik.

Dis hekimliginde kullanilan restoratif materyaller, agiz iginde farkli dokular (dil,
periodonsiyum, yanak, mine, pulpa- dentin kompleksi) ile temas halindeyken ¢esitli lokal
reaksiyonlar olusturabilmektedir. Restoratif materyaller iizerinde yapilan biyouyumluluk
aragtirmalart  sonucunda dokularda meydana gelebilecek lokal toksik etkiler
degerlendirilebilmektedir. Materyallerin canli dokularla temas halindeyken sistemik veya
lokal toksisite (karsinojenik, alerjik ve mutajenik etkiler gibi doku reaksiyonlar)
gostermemesi olarak tanimlanan biyouyumluluk materyalin fonksiyonuna, tipine ve
uygulandig1 bolgeye gore farklilik gostermektedir.®? >* Ozellikle ¢ocuklardaki dental ve
orofasiyal sorunlarin ¢éziimiinii amaglayan ¢ocuk dis hekimliginde restoratif amagla
kullanilan, dokularla direkt veya indirekt olarak temas halinde bulunan materyallerin

biyouyumlu olmasi gerekmektedir. Diger yandan dis hekimliginde kullanilan restoratif
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materyallerin mekanik 6zellikleri hakkinda oldukga fazla literatiir bilgisi mevcutken,
biyolojik etkileri hakkindaki veriler nispeten sinirlidir.'?8

Dis hekimligine iliskin arastirmalarda dental pulpa, apikal papilla, kemik iligi,
periost, tiikiiriik bezi ve yag dokusu kaynakli kok hiicreler kullanilmakta olup yeni
materyallerin biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla farklilagma yetenegi
bakimindan farkli hiicre popiilasyonu igeren ve dentin tamirinde rol oynayan
DPSC’lerden siklikla yararlanilmaktadir.!?® 3% Gronthos ve ark. tarafindan 2000 y1linda
yapilan bir ¢alismada tigiincii biiyiik az1 disinden elde edilen DPSC hiicrelerinin in vitro
ortamda osteoblastik ve kondrositik hiicrelere, in vivo ortamda ise odontoblastik
hiicrelere farklilastig1 belirtilmistir.*® Genel olarak kok hiicrelerin rejenerasyon ve
farklilasma yetenekleri bulunmaktadir. DPSC ’nin esas gorevi ise hasar gormis dislerde
rejenerasyon yetenegini kullanarak bulundugu dokuyu onarmak ve dokunun
devamliligini siirdiirmektir. Ayrica DPSC’nin elde edilmesinin kolay olmasi, etik agidan
problem yaratmamasi, tekrar kullanilmasinin miimkiin olmas1 gibi avantajlari
mevcuttur.?? 32 Calismamizda da endodontik amagli kullanilmas1 planlanan Biodentine™
ve grafenin pulpa dokusu {lizerine olan etkisini degerlendirmek amaciyla DPSC’ler
tlizerinde calisiimustir.

Giiniimilizde yeni bir materyalin biyouyumlulugunun belirlenmesi amaciyla in
vitro testler, hayvan deneyleri ve in vivo testler (kullanim testleri) yapilmaktadir. Hayvan
deneyleri ve in vivo testleri maliyetli olduklarindan ve uzun zaman gerektirdiginden
dolay1 dental restoratif materyallerin in-vitro kosullardaki biyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde genellikle hiicre kiiltiirii calismalar1 kullanilmaktadir.5% 53

Sitotoksisite, uygulanan materyalin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak
hiicrenin yapisinda ve fonksiyonunda meydana gelen hasar olarak tanimlanmaktadir.® Bir

materyalin sebep oldugu hiicre 6liimii, materyale maruz kalmadan onceki ve sonraki
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hiicre sayis1 olgiilerek degerlendirilmektedir.>? Sitotoksisite testleri hiicre canliligi,
olimi, organelleri, boliinmesi, membrani ve protein veya DNA sentezi, hakkinda detayli
bilgiler verir.? 131 Bu testler dért ana baglik altinda toplanabilir: Canlilig: degerlendiren
testler (notral kirmiz1 testi, tripan mavisi testi, floresan metodu), hiicre ¢ogalmasini
degerlendiren testler (bromodeoksiuridin immunohistokimyasal teknik, 3H-timidin test),
metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri (MTT testi, alamar mavisi testi, LDH testi)
ve yasami degerlendiren testler (diisiik hiicre yogunlugunda koloni olusturma diizeyinin
belirlenmesi).> 132 Bu calismada da dental materyallerin sitotoksisitesinin
belirlenmesinde MTT testi, LDH analizi ve xCELLigence® sistemi kullanilmistir.
Kullanilan materyallerin sitotoksisite sonuglarinin belirlenmesinde MTT testi ve LDH
analizi sonuglar1 birbirlerini desteklemeleri amaciyla yapilmistir. xCELLigence® sistemi
ise gercek zamanli hiicre indeksini gozlemlemek amaciyla kullanilmistir.

MTT gibi geleneksel yontemlerde hiicre c¢ogalmasi ve hiicre dSliimleri
belirlenirken, hiicrelerden belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak biyokimyasal
Olctimler yapilmaktadir. Giiniimiizde hiicre kiiltlirlinde meydana gelen hiicre ¢ogalmalari
ve Oliimleri, es zamanli ve devamli bir sekilde, hiicrelerin elektrik akimina karsi
gosterdikleri direncin (empedans) belirlenmesiyle xCELLigence® gibi sistemlerden
yararlanmilarak olgiilebilmektedir.®®* MTT ve LDH analizlerinin 24-48 ve 72 saatlik
sonuclarini kesitsel olarak almak yerine hiicre canliligin1 ger¢cek zamanh olarak takip
eden bir test yontemi olan xCELLigence® analizi kullanimi tercih edildigi icin MTT ve
LDH analizlerinin sadece 24 saatlik test sonuclar1 elde edilmistir.

Mosmann tarafindan ilk kez 1983 yilinda uygulanan MTT testi, sitotoksisitenin
degerlendirilmesi icin dis hekimliginde sik kullamlan pratik bir metottur 13413
Mitokondri fonksiyonu hasar gérmemis canli hiicrelerin boyanma esasina dayanan MTT

testinin temelinde mitokondriyal dehidrogenaz enziminin canli hiicrelerde sar1 renkli suda
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¢Oziinebilir bir maddeyi, koyu mavi renkli formazan kristallerine doniistiirme so6z
konusudur.®? 137 Basit ve kolay ulasilabilir bir test yontemi olan MTT analizinde olusan
formazan kristallerinin miktari, canli hiicre miktartyla dogrudan orantilidir.’®® 13 Bu
calismada da hiicre cogalmasi ve sitotoksisitenin degerlendirilmesi konusunda hassas ve
kullanigh bir yontem olan MTT testi kullanilarak Biodentine™ ve grafenin DPSC
iizerindeki biyouyumlulugu degerlendirilmistir.!4°

Zanini ve ark.'*  §liimsiizlestirilmis fare dental pulpa kok hiicreleri (OD-21)
tizerine 1mg/ml konsantrasyonundaki Biodentine™ eklendikten sonraki 2. giinde MTT
testi ile degerlendirilen hiicre canliliginda bir diisiis oldugunu, 3. ve 5. giinlerde ise bir
artis oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar 2. giindeki diisiisiin sebebini pH artiginin
fazla olmasmna ve ortama salinan Ca*? iyonlarmnin toksik etkiye neden olmasima
baglamiglardir. Arastirmacilarin  sonucglarindan farklt olarak bu ¢alismadaki
xCELLigence analizine gore hiicre indeksinde ilk 48 saatte bir artis, 72. saate dogru ise
bir azalis gozlenmesinde c¢alismamizda kullanilan Biodentine™’nin daha distik
konsantrasyonda olmasi ve OD-21 yerine insan DPSC’sinin kullanilmis olmasi etkili
olmus olabilir.

Perard ve ark.'*? Biodentine™ ve MTA nin sitotoksisitelerini degerlendirmis ve
bu iki materyalin de biyouyumluluklarinin kabul edilebilir diizeyde oldugundan stz
etmislerdir. Saberi ve ark.!*® Biodentine™, kalsiyumla zenginlestirilmis karigim,
oktakalsiyum fosfat ve MTA materyallerinden 1mg insert membran yontemi ile insan
gingival fibroblast hiicrelerine eklemislerdir. Bu materyallerin hiicre canliligina olan
etkilerini MTT analizi ile 1., 2. ve 7. giinlerde degerlendirmislerdir. 24. ve 48. saatteki
Olciimlerde tiim materyaller kontrol grubuyla benzer bulunmus, sadece 7. gilinde
Biodentine™ ve MTA gruplari kontrol grubundan daha diisiik sitotoksisite

sergilemislerdir. Calismamizda 24 saat sonundaki MTT analizi sonucunda Biodentine™

56



2 pg/ml ve grafen 12,5 pg/ml gruplarn kontrol grubundan daha diisiik sitotoksisite
sergilemislerdir. 72 saat sonraki XCELLigence analizi sonuglarinda da benzer sekilde
diisiik sitotoksisite degerleri tespit edilmistir. Saberi ve ark.’nin erken donemde sitotoksik
etki elde etmis olmalarinda kullandiklar1 Biodentine™ nin konsantrasyonunun yiiksek
olmasinin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Luo ve ark.}** MTT analizi yontemiyle DPSC iizerine eklenen Biodentine™ nin
0.02, 0.2, 2 ve 20 mg/ml’lik dozlarmin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkilerini 1, 3, 5 ve 7.
giinlerde incelemislerdir. Negatif kontrol grubuna kiyasla tiim 6l¢im zamanlarinda
Biodentine™’nin 0.2 ve 2 mg/ml’lik gruplar1 daha yiiksek, 20 mg/ml’lik grubu ise daha
diisiik hiicre cogalmasi sergilemistir. Biodentine™ "’ nin 0,02 mg/ml’lik grubu ise kontrol
grubuna kiyasla 1.giinde anlamli bir artis, daha sonraki giinlerde ise benzer hiicre artis
sergilemistir. Calismamizin 24 saatlik MTT ve LDH analizleri sonucu incelendiginde
Biodentine™ materyali igin artan dozlarla beraber hiicre canlilik oranlarinin azaldig
gozlenmistir. Calismamzda Biodentine™ 16 ve 32 pg/ml gruplari negatif kontrol grubuna
kiyasla diisiik hiicre canlibk oran1 sergilemistir. Luo ve ark. Biodentine™nin
0.02 mg/ml’lik dozu i¢in 1. giinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis tespit ederken,
Biodentine™ nin ¢alismamizdaki esdeger dozlar1 olan 16 ve 32 pg/ml gruplarinda ise
diisiik hiicre canlilik oranlar1 gozlenmistir. Calismamizdaki XCELLigence analizi
sonucunda hiicre indeksinde ilk 48 saatte bir artis1 takiben 72. saate dogru gézlenen azalis
ise arastirmacilarm Biodentine™ 0.02 mg/ml’lik sonuglar ile uyum gostermektedir. Bu
calismada Biodentine™ nin daha yiiksek dozlar1 da ¢calismaya dahil edilmis olsayd: daha
yiiksek hiicre proliferasyon oranlarinin elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Nikfarjam ve ark.}* ii¢ farkl1 (diisiik, orta ve yiiksek) konsantrasyonda hazirlanan
Biodentine™ eliisyonlarmin 3. biiyiik az1 dislerinden izole edilen primer pulpa fibroblast

hiicreleri lizerindeki etkisini MTT ve sitozolik LDH aktivite testi ile degerlendirmislerdir.
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Biodentine™ nin biitiin eliisyonlar1 LDH aktivite testi sonucunda negatif kontrol grubuna
benzer bulunmustur. 24 saat sonraki MTT testi sonucunda ise kontrol grubuna kiyasla
hiicre canliigi  Biodentine™ nin  diisiik konsantrasyonunda artmus, yiiksek
konsantrasyonda ise azalmistir. 48 ve 72 saat sonraki MTT testi sonuglarinda ise sadece
diisiik konsantrasyondaki Biodentine™ hiicre canliligm arttirmistir. Bizim ¢alismamizin

™,

24 saatlik sonuglarina gore Biodentine ’nin artan dozuyla birlikte hiicrenin morfolojik
bitlinliigiinii belirten LDH aktivitesinin arttigi, hiicre canliligini belirten MTT
sonuglarinin ise azaldigir goriilmiistiir. XCELLigence analizi sonuglarimiza goére ise
72 saat boyunca Biodentine ™ nin diisiik dozlarinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek hiicre
indeksi skorlar1 elde edilmis ancak, Biodentine™nin yiiksek dozlarinda 72. saate dogru

45

kontrol grubuna kiyasla diisiik skorlar gdzlenmistir. Nikfarjam ve ark.’nin'* sonuglaria

™,

benzer sekilde bizim ¢alismamizda da Biodentine "’nin artan dozlarinda sitotoksik etkiler
tespit edilmistir. Calismamzdaki grafen 12.5 pg/ml grubunun Biodentine™ 2 pg/ml
grubuna benzer sekilde 24 saat sonundaki MTT ve LDH sonuglar1 dogrultusunda pozitif
kontrol grubundan daha az sitotoksisite sergiledigi belirlenmistir.

Serbest radikal (hidrojen peroksit, siiper oksit veya hidroksil radikali) olarak da
bilinen ROM’larin ¢ok miktarda olmasiin hiicre ve dokulara zarar verme olasilig1
bulunmaktadir.  Antioksidanlar  araciligityla ROM  olusumu  engellenmekte,
uzaklastirilmakta veya ortadan kaldirilarak oksidatif strese bagli doku hasari en aza
indirilmektedir. Ancak hiicrenin prooksidan kapasitesi antioksidan kapasitesini astiginda
oksidatif stres meydana gelmektedir.> 13 Oksidatif stres son yillarda toksisitenin bir
mekanizmasi olarak kabul gérdiigiinden sitotoksisite degerlendirme testleri arasindaki

yerini almistir.2 Bu tez ¢alismasinda Biodentine™ ve grafenin DPSC iizerinde olusturdugu

oksidatif stresin belirlenmesi amaciyla TAS ve TOS analizleri yapilmustir.
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Aksu ve Giirbiiz!*® calismalarinda insan DPSC’si iizerine eklenen Biodentine™
ProRoot MTA, Pulpine Mineral, Endo Repair ve ¢inko oksit 6jenol materyallerinin TAS
ve TOS verilerini 24 ve 72 saatlik zaman araliklarinda degerlendirmislerdir. Kontrol
grubuna kiyasla materyallerin TAS sonuglarinda anlamli artiglar gozlenmistir. 24 saatlik
TOS degerleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla sadece Biodentine™ de azalis,
diger materyallerde ise bir artis gozlenmistir. Ancak 24. ve 72 saatteki TOS degisimleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Benzer sekilde calismamizin 24 saatlik TAS
sonuglarinda da grafen 6.25 pg/ml grubu harig biitiin gruplarin antioksidan seviyesinde
artis gozlenmistir. Biodentine™ ve grafen konsantrasyonlarmdaki azalmayla birlikte
oksidatif stresin belirlendigi TOS degerleri (grafen 6.25 pg/ml TOS degeri harig) ve
immunfloresans boyamada bir azalis belirlenmistir. Calismamizda Biodentine™ 2 pg/ml
ve grafen 12.5 ug/ml gruplart kontrol grubuna kiyasla daha az oksidatif stres
olusturduklar1 i¢in oksidatif stres bakimindan daha basarili bulunmuslardir. Aksu ve

Giirbiiz’iin ¢alismasinda®4®

insert membran yontemi kullanilmasi sonucu DPSC’ler daha
yiiksek konsantrasyondaki Biodentine™ e maruz kaldigindan, ¢alismamizda onlarin
sonuclarinin aksine daha diisiik oksidatif stres olustugu diisiiniilmektedir.

Pulpa kuafaji materyali olarak kullanilan Biodentine™’nin odontoblastik
tabakanin kismi hasarinda pulpa iyilesmesini olumlu etkiledigini belirten bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Fakat bu konuyla ilgili DPSC iizerinde yapilan yeterli sayida c¢alisma
bulunmamaktadir.}4% 147149 Daltoe ve ark.!® Biodentine™ ve MTA’nin 1:100’liik
diliisyonlarmin, pulpa hiicrelerinin ALP ekspresyonu tizerindeki etkisini 24 ve 48 saatte
incelemislerdir. Kontrol grubuna kiyasla MTA ve Biodentine™ nin ALP degerleri
tizerindeki etkisi 24. saatte benzer bulunmus, 48. saatte ise gen ekspresyonunun

indiikledigi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizin 24 saatlik sonuglarinda da Biodentine™ ve

grafenin biitiin dozlar1 pozitif kontrol grubundan yiliksek ALP ekspresyonu sergilemistir.
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Karkehabadi ve ark.'! calismalarinda ¢ekilmis insan disinin apikal papillasindan
elde edilen kok hiicreler iizerine eklenen Emdogain, Biodentine™ ve
Emdogain+Biodentine™ kombinasyonunun kok hiicrelerinin ¢ogalmasini (MTT analizi)
ve ALP aktivitesini (ALP boyama kiti kullanarak) 24. ve 72. saatte degerlendirmislerdir.
24. ve 72. saatteki MTT Olglimleri sonucu Emdogain disindaki gruplarda kontrol
grubundan diisiik hiicre gogalmasi tespit edilmistir. Deney gruplarinin her iki 6l¢iim
zamanindaki ALP aktivitesinde de kontrol grubuna kiyasla bir artis tespit edilmistir.
Bizim ¢alismamizda ise grafen ve Biodentine™ i¢cin MTT sonuglarindan bagimsiz olarak
yuksek ALP enzim aktivitesi gozlenmistir. MTT sonuglarindaki farkliligin Karkehabadi
ve ark.’nin yiiksek konsantrasyonda Biodentine™ kullanimlarindan kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yiiksek antioksidan dzellik sergileyen Biodentine™ 2 ug/ml ve grafen 12.5 pg/ml
gruplart DPSC {izerinde proliferatif etki sergilemistir. Benzer sekilde yiiksek oksidatif
stres olusturan Biodentine™ 16 ve 32 ug/ml ile grafen 100 pug/ml gruplarinda sitotoksik
etkiler tespit edilmistir. Bu bulgular oksidatif stresin bir toksisite mekanizmasi oldugunu

8 sonuglartyla uyumlu bulunmustur.

oneren Mercan’in

Corral Nunez ve ark.'® 3. biiyiik az1 dislerinden izole edilen DPSC'ler iizerinde
Biodentine™, %2 biyoaktif cam nanopartikiilleri eklenmis Biodentine™ (nB), %5 nB ve
cam iyonomer simanin ALP aktivitesini 7. ve 14. giinde degerlendirmislerdir. 7. giinde
%2 nB ve %5 nB gruplari, 14. glinde ise cam iyonomer digindaki biitlin gruplar kontrol
grubundan daha yiliksek ALP aktivite degeri sergilemislerdir. Bizim ¢alismamizda da
grafen ve Biodentine™"nin 24 saat’lik ALP enzim aktivitesinin pozitif kontrol grubundan

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda odontojenik farklilagsma

bakimindan Biodentine™nin yan1 sira grafenin de etkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Literatlirde grafenin osteojenik farklilasmay1 indiikledigine dair c¢alismalar
mevcuttur.102 124153 Xje ve ark.’® yaptiklar1 bir calismada grafenin DPSC {izerinde
odontojenik farklilasmayr MSX-1, PAX-6 ve DMP-1, osteojenik farklilasmay1 da
RUNX, COL-1 ve OCN biyomarkerlar1 {izerinden 14 ve 28 giin sonunda
degerlendirmislerdir. Calismalarinda grafenin DPSC iizerinde odontojenikten ziyade
osteojenik farklilasmay1 indiikledigini bulmuslardir. Arastirmacilardan farkli olarak
calismamizda grafenin gibi Biodentine™’nin de biitiin dozlarinin DPSC {izerinde
odontojenik farklilasmay1 belirten ALP enzim aktivitesi iizerinde indiikleyici etkisi
oldugu gozlenmistir. Bu farkliligin arastirmacilarin ¢alismalarinda petri kabinin altini
grafen ile kaplamalar1 sebebiyle DPSC’lerin daha yiiksek miktardaki grafene maruz
kalmalarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Calismamizda osteojenik aktiviteyi
belirlemeye yonelik bir biyobelirte¢ bulunmadigi i¢in osteojenik aktivite iizerindeki
farkliliklar1 hakkinda bir yorum yapmamiz uygun olmayacaktir.

MTT ve xCELLigence testleri sonucunda Biodentine™ 2 ug/ml ve Biodentine™
4 ng/ml grubunun insan DPSC’si {izerine sitotoksisiteyi azaltip hiicre proliferasyonunu
arttirdigr gozlenmistir. Sitotoksisitenin diger belirteci olan LDH testine gore de
Biodentine™ 2,4 ve 8 pg/ml gruplan pozitif kontrol grubuna kiyasla hiicre zarinin
biitiinliigli daha az gordiigii icin daha az sitotoksik etki gozlenmistir. TAS, TOS ve
immunofloresans boyama sonucunda Biodentine™ 2 pg/ml ve Biodentine™ 4 pg/ml
gruplar1 insan DPSC’si lizerinde daha diisiik oksidatif strese neden oldugu ve antioksidan
etkiyi arttirdiklari tespit edilmistir. ALP enzim aktivitesinin degerlendirilmesi sonucunda
Biodentine™ nin biitiin konsantrasyonlarmim pozitif kontrol grubuna kiyasla daha fazla
odontojenik farklilasmaya sebep oldugu belirlenmistir. Bu bilgiler 1s181inda

“Biodentine™ nin insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve
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odontojenik farklilasma bakimindan etkisi bulunmamaktadir.” seklinde kurulan hipotez
1 reddedilmistir.

MTT, LDH ve xCELLigence testleri sonucunda grafenin insan DPSC’si tizerinde
olumlu ve olumsuz sitotoksisik etkileri oldugu gozlenmistir. Oksidatif stres belirtegleri
olan TAS ve TOS sonuglar1 dogrultusunda sadece grafen 12.5 pg/ml grubu pozitif kontrol
grubundan farkli bulunmustur. Immunfloresans boyama yéntemi sonucunda ise biitiin
grafen gruplar pozitif kontrol grubundan daha diisiik oksidatif etki sergilemistir. ALP
enzim aktivitesinin degerlendirilmesi sonucunda grafenin biitiin konsantrasyonlarinin
pozitif kontrol grubuna kiyasla daha fazla odontojenik farklilagmaya sebep oldugu
belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda “Grafenin insan DPSC’si lizerinde hiicre
proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklilasma bakimindan etkisi
bulunmamaktadir.” seklinde kurulan hipotez 2 reddedilmistir.

Sitotoksisite (MTT, LDH ve xCELLingence), oksidatif stres (TAS, TOS ve
immunfloresans boyama) ve odontojenik farklilasmanin (ALP) belirlenmesi i¢in yapilan
testlerde Biodentine™ ve grafen gruplar igerisinde en etkili bulunan gruplar Biodentine™
2 pug/ml ve grafen 12.5 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen 12.5 pug/ml konsantasyonlarinin MTT, TOS ve
ALP analizlerinin sonuglar1 bakimindan istatistiksel ac¢idan anlamhi farklilik
bulunmamaktadir. Ancak Biodentine™ 2 pug/ml LDH ve TAS analizleri sonucunda daha
etkin bulunmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda
“Insan DPSC’si iizerinde hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklilasma
bakimindan Biodentine™ ve grafenin etkili konsantrasyonlar1 arasinda farklilik
bulunmamaktadir.” seklinde kurulan hipotez 3 reddedilmistir.

Dogada var olan en ince, en giiglii ve en sert materyal oldugu ve odontojenik

farklilasmay1 indiikledigi bilinen grafen DPSC iizerinde Biodentine™ e alternatif olarak
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benzer sonuclar sergilemistir. Endodontik ajanlarin veya simanlarin yapisina mekanik,
fiziksel ve biyolojik etkilerini arttirllmasina yonelik ileri calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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10.

6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Biodentine™ ve grafen belirli konsantrasyonlarda proliferatif etki
gostermis olsalarda en giiglii proliferatif etki Biodentine™ 2 ug/ml ve grafen 12.5
ug/ml gruplarinda, en fazla toksik etki ise grafen 100 pg/ml ve Biodentine™ 16
pg/ml gruplarinda gozlenmistir.

Biodentine ™ nin biitiin dozlari, grafen gruplar igerisinde ise sadece grafen 12.5
pg/ml yiiksek antioksidan etki sergilemistir.

Biodentine ™ nin ve grafen gruplan igerisinde sadece Biodentine™ 2 pg/ml ve
grafen 12.5 pg/ml gruplan diisiik oksidatif stres olusturmuslardir.

Immunfloresan boyama sonucunda Biodentine™ ve grafenin artan dozlariyla
birlikte oksidatif stres seviyesinin arttig1 gézlenmistir.

Toksisite mekanizmasinda oksidatif stresin olumsuz etkisinin bulundugu goriisii
desteklenmistir.

Calismamizda kullanilan Biodentine™ ve grafenin biitiin dozlari odontojenik
farklilagmaya neden olmustur.

Biodentine™ 2 pg/ml ve grafen 12.5 pg/ml gruplarinm insan DPSC’si iizerinde
hiicre proliferasyonu, oksidatif stres ve odontojenik farklilagma bakimindan olumlu
etkileri bulunmustur.

24 saatlik LDH ve TAS analizleri bakimindan Biodentine™ 2 pg/ml grubu grafen
12.5 pg/ml grubundan daha basarili sonuglar sergilemistir.

DPSC ile biyouyumlu olan grafen materyali, endodontik ajanlarin veya simanlarin
yapisina mekanik ozelliklerini arttirmak icin eklenebilir. Fakat bu hedeflerin
gergeklestirilebilmesi i¢in daha uzun siireli ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
Biodentine™ ve grafenin birlikte DPSC iizerinde kullanildig1 daha uzun siireli ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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yazildigimi, yararlanilan eserlerin kaynakcada gosterildigini, Saghk Bilimleri Enstitiist
tarafindan belirlenmis olan Turnitin Programi benzerlik oranlarinin asilmadigim ve asagidaki
oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Oram (%) Maksimum Oran (%)
Giris 0 15
Genel Bilgiler 3 30
Materyal ve Metod 4 35
Bulgular 9 10
Tartisma 5 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklar: kabul ve beyan

ederiz. 28 / 03/ 2022

*Tezile ilgili YOKTEZ'de yayinlamasina ilisikin bir engelleme var ise asagidaki alani doldurunuz.

[ Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle
Enstitll Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karari ile teze erisim 2 (iki) yil siireyle
engellenmistir.

[J Enstitd Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karari ile teze erisim 6 (alti) ay

stireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK
ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Boliimii : Dekanlik

Servisi : Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
Say1 : B.30.2.ATA.0.01.00/4 #3
Konu : Etik Kurul Karari

30.09.2021

Sayn: Prof. Dr. Sera SIMSEK DERELIOGLU
Dis Hekimligi Fakiiltesi

Pedodonti Hemsireligi Anabilim Dali

Ogretim Uyesi

Degerlendirilmek iizere Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuruda bulundugunuz “Grafen
ve Biodentine’nin Dental Pulpa Kok Hiicresi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi” isimli bilimsel

tez ¢aligmasina ait Kurul Karari ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Eki 2
1 Adet Etik Kurul Karari

Sorumlu Arastirmacy L
1. Prof. Dr. Sera SIMSEK DERELIOGLU

Yardimei Arastirmact _: )
1. Ars.Gor.Dt.Peris CELIKEL
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éTATt'JRK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETiK KURULU
KARAR
= ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
g. é = ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1
ol

= @ = TELEFON +90 442 234 65 11

=

A FAKS +90 442 236 09 68

E-POSTA atatipetikkurul@gmail.com

T inoe el Prof.Dr.Sera SIMSEK DERELIOGLU
ARASTIRMACININ ACIK ADI Grafen ve Biodentine’nin Dental Pulpa K&k Hiicresi Uzerine

Etkisinin Degerlendirilmesi

Toplant: Sayisi: 06 Karar No: 64

Tarih:30.09.2021

RA
BILGILERI

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtirmanin/galiymanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve ¢aligmanin biitgesinin TUBITAK tarafindan karsilanmasi kosulu ile
yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar icin Tiirkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.
Aragtirmaciya ¢aligmalarinda basarilar dileriz.
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