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OZET

Farkh Bor Cesitlerinin insan Dental Pulpa Kok Hiicresi Uzerindeki
Sitotoksik Etkisi

Amac: Bu ¢alismada, bor gesitlerinden boraks (B), borik asit (BA) ve disodyum
oktaborat tetrahidrat’in (DOT) insan dental pulpa kok hiicresi (DPSC) iizerindeki
sitotoksik etkilerinin 24., 48. ve 72. saatlerde MTT testi ile degerlendirilmesi

amaglanmstir.

Materyal ve Metot: Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
dondurulmus DPSC kullanilmistir. Materyaller 1uM, 10 uM, 100 uM ve 1000 uM
derisimlerinde hazirlanarak hiicrelere direkt temas ydntemiyle uygulanmistir. Tim
derisimlerin 24. saatteki sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirildikten sonra
materyallerin en yliksek ve en diisiik sitotoksisite gosteren derigimleri belirlenmistir.
Daha sonra belirlenen bu derisimlerin 48. ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkileri
Olglilmiistiir (n=5). Materyaller ve derisimler arasindaki farkliligin belirlenmesinde

Duncan ve Dunett-t coklu karsilastirma testleri kullanilmistir.

Bulgular: 24. saatte B ve DOT’un artan derisimlerinde hiicre canliliginda azalma
gozlenirken, BA’da derisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcut
degildi. 48. saatte DOTun yiiksek (1000 uM) ve diisiik (10 uM) sitotoksisite sergileyen
derisimleri arasinda farklilik saptanmistir (p<0.05). En diisiik hiicre canlilig1 72. saatte
materyallerin secilen yiiksek dozlarinda tespit edilmistir. Materyallerin en diisiik
sitotoksisite sergileyen derisimleri karsilastirildiginda ise DOT un 24. ve 72. saatlerde

B’den daha yiiksek hiicre canlilik degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

Sonug: BA ve DOT’un 1-1000 uM arasinda artan derigsimleri DPSC {izerinde
sitotoksik etki sergilememistir. Caligilan bor ¢esitleri arasinda biyouyumlulugu en yiiksek
olan bor materyali DOT olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Boraks, Borik asit, Disodyum oktaborat tetrahidrat, insan
dental pulpa kok hiicresi, MTT testi



ABSTRACT

Cytotoxic Effect of Different Boron Varieties on Human Dental Pulp Stem Cells

Aim: In this study, it was aimed to evaluate the cytotoxic effects of borax (B),
boric acid (BA) and disodium octaborate tetranydrate (DOT) on human dental pulp stem
cell (DPSC) by using MTT test at 24™, 48" and 72" hours.

Material and Method: In our study American Type Culture Collection DPSC
was used. The materials were prepared in 1uM, 10 puM, 100 uM and
1000 puM concentrations and applied to the cells by direct contact method. After 24" hour
cytotoxic effect of all concentrations was assessed by MTT test, the highest and lowest
cytotoxicity concentrations of the materials were determined. Then, the determined
cytotoxic effects of these concentrations at 48" and 72" hours were measured (n = 5).
Duncan and Dunett-t multiple comparison tests were used to determine the differences

between materials and concentrations.

Results: At 24™ hours, there was a decrease in cell density in the increasing
concentrations of B and DOT, whereas there was no statistically significant difference
between the concentrations in BA. At 48" hour, there was asignificant
difference between the DOT’s highest (1000 uM) and the lowest (10 uM) cytotoxicity
concentrations (p < 0.05). The lowest cell viability was determined at selected high doses
of materials at 72" hour. DOT was found to have higher cell viability values than B at
24" and 72" hours when the lowest cytotoxicity concentrations of the materials were

compared (p < 0.05).

Conclusion: Increased concentrations of BA and DOT between 1-1000 uM
showed no cytotoxic effect on DPSC. Among the boron types studied, boron material
with the highest biocompatibility was determined as DOT.

Key Words: Borax, Boric acid, Disodium octaborate tetrahydrate, Human dental

pulp stem cell, MTT test
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

® Tescilli

°C Santigrat derece

ADA American Dental Association; Amerikan Dis Hekimleri Birligi
B Boraks

BA Borik asit

BNCT Boron Neutron Capture Therapy; Bor Notron Yakalama Tedavisi

Ca Kalsiyum

cm? Santimetrekare
cm?® Santimetrekiip

CO; Karbondioksit

DFPCs Dental follicle stem cells; Dental folikiil progenitor hiicrelerden izole
edilen kok hiicreler

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimetil siilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

DOT Disodyum oktaborat tetrahidrat

DPSC Dental pulpa kok hiicresi

EDTA Etilen Diamin Tetraasetik Asit

FBS Fetal s1g1r serumu
0] gram
IDPS Immature dental pulp stem cells; Siit dislerindeki olgunlasmamis dental

pulpadan izole edilen kok hiicresi
ISO International organization for Standardization; Uluslararasi

Standardizasyon Organizasyonu

Vil



kg Kilogram

kJ Kilojoule

L Litre

mg Miligram
Mg Magnezyum
mM Milimolar

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir

Na Sodyum

NaB Sodyum pentaborat penhidrat
ng Nanogram

nm Nanometre

PBS Fosfat tamponlu salin

PDLSCs Periodontal ligament stem cells; Periodontal ligament kok hiicreleri

ppm Milyonda bir birime

PSA Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin B

RNA Riboniikleik asit

rpm Dakikadaki devir sayis1

SCAPs Stem cells from apical papilla; Apikal papilladan izole edilen kok
hiicreleri

SHED Stem cells from human exfoliated deciduous teeth; Eksfoliye olmus insan
siit dislerden izole edilen kok hiicreleri

SPSS Statistical Package for Social Sciences

Vit D Vitamin D

WST Suda ¢6zilinebilir tetrazolyum tuzu

Vil



XTT

ng

pum

uM

2,3-bis(2-methoksil-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) karbonil]-2H-
tetrazolyum hidroksil

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Mikromolar
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1. GIRIS

Dis hekimliginde kullanilan restoratif materyallerin pulpanin canliligini devam
ettirebilmesi igin toksik olmamasi ve ayn1 zamanda doku tizerinde iyilestirici potansiyele
sahip olmasi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu alanda yapilan arastirmalar ve teknolojik
gelismelere ragmen biyouyumlu, yiiksek antibakteriyal ve fiziksel 6zelliklere sahip
biyomateryal gereksinimi halen devam etmektedir. Bu dogrultuda dncelikle dis hekimligi
alaninda doku devamlilig1 ve tamiri amaciyla dis pulpasinda bulunan mezenkimal kok
hiicrelerden yararlanilmasina olanak saglayan yeni materyallerin gelistirilmesine yonelik
calismalar da siirdiiriilmektedir.t 2 1%

Dis hekimligi uygulamalarinda kullanilan materyallerin ¢ogu dis dokular1 ve gevre
stvilar ile temas halinde oldugundan, iiretilecek olan yeni materyalin fiziksel ve mekanik
ozelliklerinden 6nce dokularla olan biyolojik uyumu degerlendirilmelidir. Bir materyalin
biyouyumlulugu degerlendirilirken oncelikle hiicre kiiltiirleri {izerinde in vitro (birincil
test) testler yapilmakta, degerlendirmeler hayvan testleri ile siirdiiriiliip, bu testlerden
olumlu sonuglar alindiginda in vivo (klinik degerlendirme) ¢alismalara ge¢ilmektedir.

Yeni bir materyal gelistirme amaciyla yapilan bir caligmada bor, yapisina katildigi
restoratif materyalin antibakteriyal 6zelligini arttirip sitotoksik etkisini de azaltmasi
sebebiyle umut vaat edici bir materyal olmustur.® Diinyadaki en biiyiik rezervi Tiirkiye’de
bulunan borun viicudumuzdaki bir¢ok metabolizma i¢in de besinlerle birlikte veya
takviye olarak disaridan viicudumuza zorunlu olarak alinmasi gereken bir besin 6gesi
oldugu belirlenmistir.*® Ayrica, kemik iyilesmesinde etkin bir rol oynayan bor, insan
dental pulpa kok hiicresinin (DPSC) osteojenik ve odontojenik hiicre tiplerine

farklilasmasinda da basarili sonuglar vermistir.” 8



Endiistriyel alanda ¢ok genis kullanim alanina sahip olan borun dis hekimligi
alaninda da kullanilmasi sonucu biyouyumlu dental materyaller gelistirilebilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda da farkli bor materyallerinin
DPSC iizerine olan etkilerine iligskin bir veriye rastlanilmamustir.

Bu tez c¢alismasinin amact DPSC iizerinde boraks, borik asit ve disodyum
oktaborat tetrahidratin farkli derisimlerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisinin
MTT testi kullanilarak belirlenmesidir.

Bu tez ¢alismasinda asagidaki baslangic hipotezleri i¢in test edilecektir.

Hipotez 1: 24., 48. ve 72. saatlerde DPSC iizerinde olusturdugu etki bakimindan
bor materyallerinin derisimleri arasinda farklilik yoktur.

Hipotez 2: Farkli bor materyallerinin DPSC iizerinde 24., 48. ve 72. saatlerinde

olusturduklari etkiler arasinda farklilik yoktur.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Pulpa- Dentin Kompleksi

Linde ve Goldberg® pulpa ve dentin dokularmin her ikisinin de dental papilladan
koken almalarina ragmen, farkliliklar sebebiyle aralarinda kimyasal benzerliklerin
olmadigmi belirtmislerdir. Goldberg ve Lasfargues'® ise kavramsal olarak ¢ok yararli
olmasa da "odontoblast-dentin kompleksi" ve pulpayr iki farkli doku olarak
diistinmektedir. Ancak, pulpa ve dentinin fonksiyonel olarak iliskili oldugu ve dolayisiyla
bir doku olarak islev gordiigiine dair ¢ok fazla kanit bulunmaktadir. Saglikli disler termal
olarak uyarildiginda, dentin sivisi, iginde bulundugu dentin tiibiillerine kiyasla daha hizli
genlesmekte veya daralmaktadir. Saglam disteki pulpa ve dentinin fonksiyonel iliskisine
bir 6rnek teskil eden bu durum, intradental sinirlerin hidrodinamik aktivasyonuna neden
olmaktadir. Dentin gevresini periferik olarak orten dis dokular (6rnegin, mine ve
sementum) herhangi bir nedenden dolay1 kayboldugunda, iki doku arasindaki normal
ayrilma kaybolmakta ve fonksiyonel iliski siirekli hale gelmektedir. Bu durum uzun
vadede devam ettiginde, pulpa-dentin kompleksinin gecirgenligini azaltmak icin pulpal
dokular biyolojik bir yanit olarak tersiyer dentin iiretmektedir.!!

Pulpa-dentin kompleksinin canlilig1 digin fonksiyonel 6mrii i¢in temeldir ve klinik
tedavilerde izlenecek hedef icin bir onceliktir. Pulpa hiicreleri dis gelismesinden sonra
sadece doku homeostazini korumakla kalmayip, ayn1 zamanda ¢iiriik gibi yaralanmalar
sonucu doku onarimina yol agan savunma reaksiyonlarini da desteklemektedir. Bu esnada
hiicrelerin davraniglarin1 ve aktivitelerini kontrol etmek igin sinyal vermesi, pulpa
canliligini korumak icin Kritik 5neme sahiptir.*?

2.2.  Pulpa Dokusu

Disin yapisindaki tek yumusak doku olan pulpa dokusu 6zel bir yapiya sahiptir.

Dentin ile direkt temas halinde olan odontoblastlar, fibroblastlar, damar hiicreleri,



histiositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, sinir hiicreleri, perisitler, lenfositler ve mast
hiicreleriyle birlikte bu hiicrelerin olusturdugu hiicre dis1 matriksinden olusan pulpa
dokusu dental papillanin ektomezensimal hiicrelerinden kdken alan bir bag dokudur. 3 14
Pulpanin beslenmesi apikal bolgeden giris yapan kan damar agiyla, inervasyonu da sinir
demetleri ile saglanmaktadir.™®

Pulpanin nutritif (beslenme), defansif (savunma), sinirsel ve formatif (yapisal)
fonksiyonlar gibi gorevleri bulunmaktadir.!® * Genel yapisma ve fonksiyonlarina
baktigimizda pulpanin ana gorevi embriyonel hayatta dentinin olusumunu saglamak ve

yasam boyu dentinin fizyolojik ve biyolojik canliligini korumaktir, 61/

2.2.1. Pulpa Dokusunun Tabakalari
Pulpa merkezden dentine dogru dort tabakadan meydana gelmektedir. Sirastyla bu
tabakalar; merkezi pulpa tabakasi, hiicreden zengin tabaka, hiicreden fakir tabaka, ve

odontoblastik tabaka seklindedir.

2.2.2. Merkezi Pulpa Tabakasi

Pulpa dokusunun merkez kiitlesini olusturan gevsek bag dokusu yapisindaki bu
tabakada en gbze ¢arpan hiicre fibroblasttir. Yapisinda kan damarlari ve sinir pleksuslari
(cogunlugu myelinli A-lifi ve myelinsiz C-lifi olarak) igermektedir.1® 4

2.2.3. Hiicreden Zengin Tabaka

Subodontoblastik bolgede bulunup, merkezi pulpa tabakasina kiyasla yiiksek
oranda fibroblast igermektedir. Bu durum kron pulpasinda kok pulpasindan ¢ok daha
belirgindir. Pulpanin bu boliimii fibroblastlar disinda, farkli sayida bagisiklik hiicreleriyle
beraber farklilasmamis mezenkimal kok hiicreleri de igermektedir.}* Diferansiye olmamis
mezenkimal hiicreler de pulpanin merkezinde ve hiicreden zengin tabakada kan
damarlarinin etrafinda yaygin olarak bulunmaktadir. Istk mikroskobunda bakildiginda bu

hiicrelerin  fibroblastlardan ayirt edilmesi zordur. Ihtiya¢ halinde farklilasarak



fibroblastlara ya da odontoblastlara doniisebildikleri gibi, enflamasyon mevcudiyetinde
makrofajlara ve osteoklastlara da farklilasabilmektedirler.* 18

Gotjamanos'® sican azi dislerinde yaptign arastirmaya gore dis siirmesi
asamasindan baslayarak hiicreden zengin tabakanin pulpanin santral bolgelerini dolduran
hiicrelerin, pulpanin dis bolgelerine dogru yer degistirmesinin bir sonucu olarak
olustugunu diistinmektedir. Ayrica, hiicreden zengin tabakada bulunan immiinokompetan
hiicrelerin  disariya dogru gb¢ etmesinde antijenik uyarimin rol oynadigi
diisiiniilmektedir.?® Saglikli pulpanin hiicreden zengin tabakasinda hiicre béliinmesi
nadiren goriilmekle birlikte, odontoblastlarin zarar gérmesi veya 6liimii mitoz oraninda
artisa neden olmaktadir. Odontoblastlar post-mitotik hiicre yapisina sahip oldugundan,
kendini tamir edemeyecek sekilde yaralanan odontoblastlar, pulpanin hiicreden zengin
tabakasindan dentinin pulpaya bakan yiizeyine komsu olan odontoblastik tabakaya goc
eden hiicrelerle yer degistirmektedir.?! Hiicreden zengin tabakadaki cogalma, odontoblast
tabakasimnin yeniden olusmasinda ilk adimi meydana getirirken, yedek odontoblast
kaynaginin pulpada yer alan kok hiicreler oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir.?> 2
Bu odontoblast benzeri hiicreler reaksiyoner ve reparetif dentinin yapiminda biiyiik bir
rol oynamaktadir.?

2.2.4. Hiicreden Fakir Tabaka

Koronal pulpada odontoblast tabakasina komsu alanda Weil’in hiicresiz tabakasi
olarak adlandirilan 40 um genisliginde nispeten hiicresiz dar bir alan bulunmaktadir.** Bu
boliimde kilcal kan damarlari, miyelinsiz sinir uglar1 ve fibroblastlarin ince uzantilari
bulunmaktadir. Pulpanin fonksiyonel durumuna gore hiicreden fakir tabakanin varligi

veya yoklugu degismektedir.?> Hiicreden fakir tabaka dentinin hizla olustugu geng pulpa

dokusunda ve onaric1 dentinin iiretildigi yash pulpa dokusunda bulunmamaktadir.'*



2.2.5. Odontoblastik Tabaka

Saglikli pulpa dokusunun en dis tabakasini olusturan odontoblastik tabaka
predentine bitisik olarak odontoblastlarin hiicre gévdelerinden olusmaktadir. Odontoblast
uzantilari, predentinin iginden dentinin i¢ kismina dogru ilerlemektedir. Bu tabakada
odontoblastlarin arasinda kilcal damarlar, sinir aglari ve dendritik hiicreler
bulunmaktadir.*

Aktif olarak kolajen salgilayan odontoblastlar geng pulpanin koronal kisminda
uzun situnlu bir form almaktadir. Odontoblastlar degisken yiikseklikleri ve
cekirdeklerinin ayni seviyede olmamasi sebebiyle bir ¢it goriintiisii olarak tarif edilen
kademeli bir dizi halinde siralanmaktadirlar. Odontoblastik tabaka sadece bir odontoblast
hiicre tabakasi oldugu halde bu organizasyon sebebiyle kalinlik agisindan ii¢ veya bes
hiicre gibi goziikmektedir.?®

2.3. Kok Hiicre

Kok hiicreler hem kendini yenileme hem de ¢ok-yonlii farklilagabilme 6zelligine
ve kapasitesine sahip diferansiye olmamis hiicrelerdir. Bu 6zelliklerinden dolay: hasarli
organ ve dokularin rejenerasyonu amaciyla doku miihendisliginde kok hiicrelerden
faydalanilmaktadir.?® Viicutta ve organizmanin farkli gelisim asamalarinda, birgok
dokuda bulunan kok hiicrelerin doku iginde bulundugu bolge, “kok hiicre alan1” olarak
adlandirilmaktadir. Bu alanlar siklikla damar yapisina yakin, yani perivaskiiler bir alan
icinde konumlanmaktadir ve bu anatomik lokalizasyon, hiicrelerin yaralanma bolgelerine
hizli mobilizasyonunu saglamaktadir.*

Kok hiicreler temel farklilasma potansiyellerine gore embriyonik kok hticreler ve
somatik kok hiicreler (yetiskin kok hiicreler veya mezenkimal kok hiicreler olarak da
adlandirilir) olarak iki temel kategoride siniflandiriimaktadir.?” 2 Embriyonik kok

hiicrelerin  kullanim1  etik konularla smirliyken, somatik kok hiicreler doku



miihendisliginde kullanilmak iizere daha uygun bir hiicresel kaynak olusturmaktadir.?’
Postnatal kok hiicreler beyin, deri, kil folikiilleri, iskelet kasi, kemik iligi ve dis dokulari
dahil olmak iizere cesitli dokulardan izole edilebilmektedir.?® Dis ile iliskili dokular,
nispeten kolay erisilebilen zengin bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olup, bu dokulardan
alt1 tip dental mezenkimal kok hiicresi izole edilebilmektedir:
a. Daimi dislerin pulpasindan izole edilen dental pulpa kok hiicreleri (Dental pulp
stem cells-DPSC)*°
b. Eksfoliye olmus insan siit dislerden izole edilen kok hiicreleri (Stem cells from
human exfoliated deciduous teeth-SHED)
c. Sit dislerindeki olgunlasmamis dental pulpadan izole edilen kok hiicreleri
(Immature dental pulp stem cells-IDPS)3% %2
d. Periodontal ligament kok hiicreleri (Periodontal ligament stem cells-PDLSCs)3
e. Apikal papilladan izole edilen kok hiicreleri (Stem cells from apical papilla-
SCAPs)3 %
f. Dental folikiil progenitor hiicrelerden izole edilen kok hiicreler (Dental follicle

stem cells-DFPCs)%

2.3.1. Insan Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Dis pulpasi, son zamanlardaki ¢alismalarda tizerinde 6nemle durulan bir kok hiicre
kaynagidir. Dental pulpadaki kok hiicrelerinin izole edilmesinin kolay olmasi, etik
problemler olusturmamasi, yiiksek diferansiyasyon 6zelligine sahip olmasi, biyouyumlu
materyallerle gerceklestirilen uygulamalarda dokularin onariminda etkili bir rol oynamasi
ve uygun sartlarda dondurularak saklandiktan (kriyoprezervasyondan) sonra
coziildiiglinde ytliksek canlilik orani sergilemesi sebebiyle kok hiicre calismalarinda

kullanmak i¢in gerekli tiim ozellikleri tasimaktadir.3” %



Genellikle ¢ekilmis tiglincii az1 disleri, siit disleri ve travma veya ortodontik tedavi
sebebiyle cekilen disler DPSC kaynagi olarak kullaniimaktadir.®® Yirmi yas disleri ¢ekim
endikasyonlarinin olmasi, gelisimlerini en son tamamlamalari, gelisimin erken evresinde
zengin pulpa dokusuna sahipken elde edilebilmelerinden dolayr siklikla tercih
edilmektedir.3®° Yirmi yas dislerinden elde edilen DPSC odontoblastlara, osteoblastlara,
iskelet ve diiz kas hiicrelerine, kikirdak hiicrelerine, yag hiicrelerine ve sinir hiicrelerine
diferansiye olabildigi gosterilmistir.**** Bu 6zellikleri sayesinde dis hekimligi alanindaki
DPSC ¢alismalarinda dentin, pulpa, sement ve periodontal dokularin olusturulmasi ve bu
yolla hasarli dokularin onarim saglanabilmektedir.®®

24. Bor

Atom agirligr 10.81g, atom numarasi 5, yogunlugu 2.84g/cm3, ergime noktasi
2300 °C olarak bilenen Bor, metalle ametal arasi yari iletken 6zelliklere sahip periyodik
sistemin tgciincli grubunun basinda bulunan bir elementtir. Dogada serbest halde
bulunmayan bor, her zaman oksijenle birlikte bulunmaktadir; bu bilesik ise borat olarak
isimlendirilmistir.** *° Boratlar suda eriyen beyaz kristal ve toz halinde bir yapiya
sahiptir. Dogada ¢ok sayida bor materyali bulunmaktadir ve bu materyallerin en
onemlileri bilesenlerinde Ca, Na ve Na-Ca’i i¢erenlerdir. Tinkal (boraks) bileseninde Na
bulunduran, kolemanit bileseninde Ca bulunduran, iileksit ise bileseninde Na-Ca bulunan

bor materyallerine verilen isimlerdir.4®
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Sekil 2.1. Periyodik tablo

Bor materyalleri cam, seramik, temizlik, beyazlatma, kozmetik, tarim, niikleer,
sanayi, ucak, metalurji, bilgisayar, enerji sektorii ve saglik alaninda kullanilmaktadir. Bor
materyalleri saglik alaninda; romatoid artrit, osteoporoz ve yanik tedavilerinde, beyin
timaorlerinin Bor Notron Yakalama Tedavisi (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT)
ile iyilestirilmesinde, yara iyilesmesinde ve antiseptik olarak lens soliisyonlarinda,
gargaralarda, merhemlerde ve g6z damlalarinda kullanilmaktadir. Ayrica, igeriginde bor
bulunan ‘‘Bortezomib>> Amerikan Gida ve ilag Idaresi tarafindan onayli bir ilag olarak
multiple myelom tedavisinde kullanilmaktadir.*’

Tiirkiye sahip oldugu bor rezervleri ve cevherlerinin kalitesi ile diinyanin énde
gelen tilkesi konumunda olup diinya bor cevheri rezervlerinin %72’sine sahiptir. Borun
genis bir kullanim alanina sahip olmasi Tiirkiye’nin ekonomik ve jeopolitik 6nemini daha

da artirmaktadir.*®



2.4.1. Borun Saghk Uzerine Etkileri

Bor minerali, 1980 yilinin ortalarinda insanlar i¢in besinlerle birlikte veya takviye
olarak disaridan viicudumuza zorunlu olarak alinmasi gereken besin 6gesi olarak kabul
edilmistir. Saglikli ve dengeli beslenme i¢in giinlik en az 1,2 mg Bor’un gidalarla
alimmin gerekli oldugu bildirilmektedir.*® Diinya Saglik Orgiitii 70 kg agirhigindaki bir
insanin giinliikk alabilecegi Bor miktarini baslangigta 13 mg/giin olarak belirtmis, fakat
daha sonra bunu degistirerek 28 mg/giin veya 0,4 mg/kg olarak belirlemislerdir.*®
Demirtas borun, enzimatik reaksiyonlarda, hiicre zarinin isleyisinin saglikli devam
etmesinde, steroid hormonlarin salgilanmasinda 6nemli bir yeri oldugunu bulmustur.*
Viicuda yetersiz bor aliminda c¢esitli fizyolojik ve metabolik sistemler (lipid, mineral,
kemik, enerji metabolizmasi ve endokrin fonksiyonu) 6nemli 6lgiide etkilenmektedir.>°

Bor bilesikleri insan viicuduna yiyecek ve igeceklerle sindirim yoluyla, gaz veya
toz halinde solunum yoluyla, krem ve ilaglarin cilde temas etmesiyle deri yoluyla
girmektedir. Bor igerigi bakimindan zengin olan gidalar ise kabuklu yemisler, kuru
baklagiller (10-45 ppm), meyve ve sebzelerdir (1-6 ppm).>° Beslenme yoluyla aliman bor
bagirsak mukozasinda borik asite doniismekte ve pasif difiizyon yoluyla absorbe olarak
kan dolagiminda da borik asit formunda bulunmaktadir.*® Viicuda nasil girerse girsin,
borun %90-95 kadar1 viicutta birikmeden ilk 24 saat i¢erisinde metabolize olmadan idrar
ile disar1 atilmaktadir. Borik asitin metabolize olamamasinin nedeni ise, bor ile oksijen
arasindaki baglarin koparilmasi icin yiiksek enerjiye (523 kJ/mol) ihtiya¢ duyulmasidir.**
Bor bilesenleri insan viicudunda yalnizca kemik, tirnak ve killarda, karaciger ve dalak

gibi organlarda birikmektedir.>!
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Tablo 2.1. Baz1 besinlerin igerdigi bor konsantrasyonlari °% >3

Bor konsantrasyonu (ug/g)

Besin Tiirii Hunt ve arkadaslari Anderson ve arkadaslan
Meyveler
Armut 1.22
Kiraz 1.47 0.92
Seftali 1.87 141
Elma 2.73 2.38
Muz 3.72
Kuru Uziim 25.00 19.00
Kuru Erik 27.00 21.50
Sebzeler
Salatalik 0.02
Taze Fasiilye 0.46 1.56
Havug 0.75
Brokoli 1.85
Kuru Yemisler
Findik 16.00
Fistik 18.00 13.80

Borik asidin insanlar igin en disiik oldiiriici dozu viicuda sindirim yolu ile
alindiginda 640 mg/kg, deri yolu ile alindiginda 8600 mg/kg, enjeksiyon yolu ile
alindiginda 29 mg/kg’dir. Oldiiriicii doz yetiskinlerde 15-20 g/giin, cocuklarda 3-6 g/giin
olarak belirtilmis olsa da literatiirde kesin bir éldiiriicii doz bulunmamaktadir.*® Bir giinde
500 mg’dan daha fazla miktarda bor bileseni alindiginda insanlarda toksisite belirtileri
olarak bas agrisi, bulanti, kusma, karin agrisi, ishal, halsizlik, kas kasilmasi, cilt
lezyonlari, salgi bezlerinin galismasinin bozulmasi, sindirim sistemi / merkezi sinir
sistemi diizensizlikleri ve sok goriilmektedir.® Bor zehirlenmesinin karakteristik goriiniisii
parmak uglarinda pembe renk mevcudiyetidir.>*

Bor o6zellikle saglikli bir kemik yapisinin olusmasinda son derece 6nemli rol
oynayan magnezyum, vitamin D, fosfor, kalsiyum minerallerinin metabolizmasini
olumlu yonde etkilemektedir. > Nielsen®® de bor iceren gidalarin kemik erimesini

onleyerek arthiritis, osteorthritis ve osteoporosis’in engellenmesinde etkili oldugunu
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ortaya koymustur. Borun kemik saglig1 tizerine olumlu etkileri, bor iceren biyoaktif
camlarin gelistirilmesine Onciililk ederek kemik rejenerasyonunda stronsiyum borat
caminin kullanilmasini saglamustir.>®

Bor hiicrelerde indirgenmis glutatyon miktarini arttirarak oksidatif stresi ve buna
bagli olarak olusabilecek oksidatif hasari azaltmaktadir.> *° Yara iyilesmesindeki olumlu
etkilerinin yan1 sira borun 6zellikle prostat kanseri, akciger kanseri ve anormal servikal
sitopatoloji riski gibi baz1 kanser tiirlerine karsi koruyucu etki gosterdigi yoniinde
bulgular da mevcuttur.® 8 Dogan ve arkadaslari® borun sigan adipoz kaynakli kok
hiicreleri tizerinde ¢ogalma, adezyon ve farklilasmay: arttirdigini tespit etmislerdir.
Demirci ve arkadaslari® da bazi aktif biyolojik polimerler ile sodyum pentaborat
penhidratt (NaB) birlestirerek hazirladiklar1 jelin siganlarda ikinci derece yanik
yaralarinin iyilesmesini saglarken bakteri, maya ve mantarlara kars1 da antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

2.4.2. Boraks

Boraks (Na2B407.10H20), beyaz graniil ve toz halinde olup suda kolayca ¢oziinen
kokusuz bir maddedir. Bor igerigi %36.5, mol agirlig:r 381.38 gr ve 6zgil agirlig: 1.72
gr/cm® olan boraks, iilkemizde Eskisehir-Kirka yataklarinda iiretilmektedir. Boraksin
birgok kullanim alani (ziraat, endiistri, tip vb.) bulunmakta olup, baz1 iilkelerde antifungal
etkisinden dolay1 gidalara koruyucu olarak da eklenmektedir.*® 63

Boraks birgok enzimin serbest radikallerinde ve mineral (Ca, Mg, Vit D), hormon
ve lipid metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir.®* ® Etki mekanizmasi halen
belirlenmemis olmasma ragmen, boraksin ratlarda oksidatif stres parametrelerini
degistirerek karaciger yetmezliginde gozlenen zararli etkileri dengelemesi sonucu
karacigeri normallestirdigi ve organizmadaki hasart kontrol altinda tuttugu

diistiniilmektedir.®®
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Danimarka’da 1912-1948 yillar1 arasinda, epilepsi teshisi konmus 586 hasta
tizerinde 3 hafta ila birkag yil siiresince giinde 3 - 6 g boraks (hidratli sodyum tetraborat)
verilerek tedavi edilmeye calisilmistir. Fakat, toplam ndbet sayisinda % 50'den fazla
azalmanin hastalarin sadece %5’inden daha azinda gozlenmesi boraksin etkinliginin
siipheli oldugunu gostermektedir. Ayrica, dokiintii, sa¢ dokiilmesi veya ishal gibi
olumsuz etkilerin gézlenmesi hastalarda boraks kullaniminin kesilmesine yol agmustir.
Boraks siipheli etkisi ve diger olumsuz yan etkileri sebebiyle epilepsi tedavisindeki
popiilerligini kaybetmistir.®’

2.4.3. Borik Asit

Ortoborik asit olarak da adlandirilan kokusuz, beyaz, kristal yapiya sahip olan
borik asidin molekiil agirlig1 61.83 g/mol olup, ézgiil agirlig: ise 1.44 g/cm®tiir. Borun
¢ozinlir formlar1 arasinda en ¢ok Kkarsilasilan borik asit (H3BOgz); borakstan,
kolemanitten, kernitten ve iileksitten elde edilmektedir.®® Borik asidin bilinen ii¢ formu;
orto (H3BO3), tetra (H2B4O7) ve meta (HBO.) borik asit olup en yaygin goriilen formu
ortoborik asittir. Bu formlar 1sinm etkisiyle olusmaktadir. Ornegin ortoborik asit
100°C’nin tizerindeki sicakliklarda metaborik asit yapisina, 160°C’nin {izerinde ise meta
borik asit yapisindan tetraborik asit yapisina doniismektedir.®

Son donemde borik asitin tip ve dis hekimligi alaninda kullanimi iizerine hem
hayvanlarda hem de insanlarda tibbi amagli kullanimini irdeleyen c¢alismalar
yapilmaktadir. Borik asidin antioksidan 6zellige sahip oldugunu gostermek adina Tiirkez
ve arkadaslar1’® borik asidin diisiik konsantrasyonda (15 mg/L) eritrositlerde siiperoksit
dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktivitesini arttirdigini, yiiksek konsantrasyonda (500
mg/L) ise siiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktivitesini azalttigini
belirtmislerdir. Ayrica, kolay elde edilmesi, diisiik toksisite diizeyi, kisa siire igerisinde

idrar ile metabolize edilmeden atilmasi gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle
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borik asidin ozellikle tip alaninda kemoterapotik amacgli kullanimi ile ilgili ¢esitli
calismalar mevcuttur.’*"

Dis hekimligi alaninda ise Demirer ve arkadaslari’™® deneysel periodontitis
olusturulan si¢anlara, oral yoldan giinliik 3 mg borik asidi 11 giin boyunca sistemik olarak
verip, klinik olarak alveoler kemikteki degisiklikleri, histopatolojik olarak da doku
orneklerini incelemislerdir. Borik asit verilen siganlarda borik asit verilmeyen kontrol
grubuna gore enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, osteoklast sayist ve alveoler kemik
kaybinin daha az oldugunu tespit ederek, sistemik borik asit uygulamasinin, periodontal

hastalikli sicanlarda periodontal enflamasyonu ve alveoler kemik kaybini azalttigini rapor

etmislerdir.

2.4.4. Disodyum oktaborat tetrahidrat

Disodyum oktaborat tetrahidratin [Na:BgO13.4H20 (mineralojik olarak
Na20.4B203.4H20)] borlu giibre olarak kullanilan Solubor, ahsap korunmasinda
insektisid ve fungisit olarak kullanilan Timbor ve alev 6nleyici malzeme olarak Polybor
ticari isimleri altinda farkli uygulama alanlart mevcuttur.”

Disodyum oktaborat tetrahidrat bitki ortiisiiniin gelismesini arttirmak veya zararli
bitki olusumunu 6nlemenin yani sira ahsap malzeme koruma uygulamalarinda da oldukga
yaygin kullanilan bir bilesiktir. Diger koruyucu maddelere gore daha ucuz olmalari, kolay
bulunabilmeleri, ¢cevreye uyumlu olmalari, zararli mantar ve boceklere kars: oldiriicii
(fungisit, insektisid) olmalari, yangin geciktirme ozellikleri, insan ve hayvanlar i¢in
zehirli olmamalari, renksiz ve kokusuz olmalar sebebiyle tercih edilmektedirler.”® 77
2.5.  Biyouyumluluk
Biyouyumluluk bir materyalin, doku ya da organizma yasamini veya sagligin

kot yonde etkilemeden kullanim amacina uygun fonksiyon gostermesidir. Bagka bir

deyisle materyalin uygun doku ve konakgi cevabi olusturmasi olarak tanimlanabilir.
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Herhangi bir materyalin dis hekimliginde kullanima sunulmasindan 6nce biyouyumluluk
yoniinden dokular iizerindeki zararh etkilerinin ve sitotoksisitesinin degerlendirilmesi
gerekmektedir.> 8 7

Dis hekimliginde kullanilan malzemelerin biyouyumluluk kriterleri su sekilde
siralandirilmaktadir: *

e Yumusak dokulara veya pulpaya zararl etkisinin olmamasi,

e Dolasim sistemine salinarak veya difiizyon yoluyla absorbe edilerek
sistemik dolasimda toksik cevaba yol acan zararli maddeler igermemesi,

e Alerjik cevap olusturma riski tasiyan ajanlar bulundurmamasi,

e Karsinojenik potansiyeli olmamasi.

Bir materyalin biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde en 6nemli basamak
uygun test yonteminin belirlenmesidir. 1982 yilinda Uluslararas1 Dig Hekimligi Birligi
(FDI), Uluslararast Standardizasyon Organizasyonu “International organization for
Standardization” (1SO) ve Amerikan Dis Hekimleri Birligi’nin “American Dental
Association” (ADA) ortak goriisii dogrultusunda yayinlanan kilavuzda biyouyumluluk
testleri ii¢ grupta siflandiriimistir:®

e Invitro deneyler (birincil ya da eleme testleri),
e invivo hayvan deneyleri (ikincil testler),
e Insanlarda klinik calismalar (kullanim testleri)

Materyallerin biyolojik o6zelliklerinin degerlendirilmesine hiicre kiiltiirlerinin
kullanildigi in vitro test yontemleri ile baslanilmaktadir. Bu degerlendirmeleri daha pahali
ve uzun zaman gerektiren hayvan testleri takip etmektedir. Bu testlerden de istenilen
sonuglar elde edildikten sonra kullanim testleri gibi daha kapsamli klinik ¢aligmalar

yapilmaktadir.®
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2.6.  Sitotoksisite

Biyouyumlulugun belirleyici etkeni olan sitotoksisite, uygulanan materyalin
hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda belirgin hasarlar meydana getirmesi sonucu hiicre
canliligma olan etkisinin degerlendirilmesi olarak ifade edilmektedir.®? & Sitotoksisite
testlerinde hiicrenin morfolojisi, canliligi, gelisimi, sayis1 ve metabolizmasi, hiicre
membran hasar1 ve gegirgenligi, gesitli enzim aktivitelerinin, RNA, DNA ve protein

sentezinin durmasi degerlendirilmektedir.®*

2.6.1. In Vitro Sitotoksisitt Degerlendirmelerinde Kullanilan Test
Yontemleri
ISO standartlarina gore in vitro sitotoksisite degerlendirmelerinde kullanilan test
yontemleri sunlardir:®®
1) Hiicre kiiltiirii testleri
a) Direkt hiicre kiiltiir metodu
i) Direkt temas testi
i) Ekstrakt testi
b) Bariyer test metodu
2) Agar difiizyon testi
3) Filtre difiizyon testi
4) Dentin bariyer testi
2.6.1.1. Hiicre kiiltiirii testleri
Dis hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksisitesinin in vitro olarak
belirlenmesinde en yaygin kullanilan sistem olan hiicre kiiltiir testlerinin temel kurali,
canli dokulardan elde edilen hiicrelerin in vitro kosullarda yasamalarini ve ¢ogalmalarini
saglamaktir.% Canli dokulardan elde edilen hiicrelerin fizyolojik durumu taklit eden

viicut 1s1s1 ve besi yerlerinde ¢cogaltilmas1 sonucu hiicre kiiltiirleri elde edilmektedir.®” Bu
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hiicre kiiltiirleri i¢in kullanilan besi yerinde de aminoasitler, vitaminler, tuzlar,
antibiyotikler, glikoz, serum ve gerekli proteinler bulunmaktadir.®

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemesi, deney asamalarinin kontrol
edilebilmesi, parametrik kiyaslamalara izin vermesi, Canlilara zarar verilmemesi ve
tekrarlanabilme imkan1 sunmasi gibi nedenlerden dolayr materyallerin sitotoksisitesinin
belirlenmesinde tercih edilmektedir.? 8% 8 Hiicre kiiltiir testleri her ne kadar 1-14 giin
arasindaki sitotoksisitenin degerlendirilmesine olanak saglasa da materyalin dokuyla
uzun siireli temas1 hakkinda yeterli bilgi vermemektedir.? 8

Hiicreler ile temas yontemi ve uygulanacak materyalin fiziksel 6zelligi in vitro
sitotoksisite testinin se¢ilmesinde dnemli bir unsurdur. Hiicre ile materyalin temasi direkt,
indirekt veya ekstrakt yolu ile gerceklesebilmektedir.®®

Direkt hiicre kiiltiir metodunda materyal veya bilesenleri hiicre kiiltiirline
dogrudan ve kisa siirede uygulanmaktadir. Suda c¢oziinebilen materyaller hiicre
kiiltirinde kullanilan besi yeri igerisinde de c¢oziinebildiginden dolayr daha iyi
materyal-hiicre temasi1 elde edilmektedir. Suda veya medyumda ¢6ziinmeyen
materyallerin direkt temasi ise direkt hiicre lizerine uygulanmasi veya hiicre kiiltiirliniin
direkt olarak materyal {izerine uygulanmas1 sonucu saglanmaktadir.%

Bariyer metodunda in vivo benzeri kosullar saglanmasi1 amaclandigi i¢in hiicreler
ile uygulanacak materyal arasinda materyalin veya bilesenlerinin difiizyonuna izin veren
bir bariyer bulunmaktadir 8% & 9

2.6.1.2. Agar Difiizyon Testi

Agar difiizyon testinde, kiiltiirdeki hiicrelerin iizerini %1,5’lik agar besiyeri
orterken, bu besiyerinden difiize olan materyal bilesenlerinin toksisitesi incelenmektedir.
24 saatin sonunda nétral kirmizi boyanin hiicre membranindan difiizyonu sonucu

lizozomlarda birikme miktariyla dogru orantili olarak hiicre aktivitesinin, toksik bilesen
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difiizyon bolgesindeki hiicrelerde gozlenen boya kaybiyla iliskili olarak da materyal
sitotoksisitesinin incelendigi bir test yontemidir. Kolay ve ucuz bir yontem olmasina
ragmen agarda ¢oziinemeyen veya difiize olamayan test materyali veya bilesenleri
hiicreler tizerinde herhangi bir etki gosterememektedir. Dolayisiyla, bu yontemde
materyallerin ve bilesenlerinin hiicreleri kaplayan agar besiyeri boyunca ge¢me

zorunlulugu gibi bir dezavantaj bulunmaktir, 83 87:88

2.6.1.3.Filtre Difiizyon Testi

Filtre difiizyon testinde, 0.45 um genisliginde porlara sahip seliiloz asetat filtreden
gecen materyallerin sitotoksik etkileri incelenmektedir. Filtrenin bir tarafina uygulanan
materyal kars1 tarafina ise hiicreler yerlestirilmektedir. Uygulanan materyalin hiicrelerde
meydana getirdigi hasarlar boyanma yogunlugunun incelenmesiyle veya dekolorizasyon
alaminin  Slgiilmesiyle tespit edilmektedir.®® # Boyanan alanin boyutuna, koyuluk

derecesine ve etkilen alana bagh olarak skorlama degisim gostermektedir.®?

2.6.1.4.Dentin Bariyer Testi

1974 yilinda, Outhwaite ve ark.%® tarafindan bslimlii oda (split chamber) aleti ile
dentinin gegirgenlik ozelligi taklit edilerek materyallerin biyolojik uyumluluklarinin
degerlendirilebilecegi fikri ortaya atilmistir. Bu yontemde insan veya sigir disleri
kesilerek farkli kalinliklarda dentin diskleri olusturulmaktadir. Dentin disklerinin asitle
daglanan tarafinda hiicreler iretilmekte ve bu kisim pulpa bolimii olarak
tanimlanmaktadir. Uygulanacak materyal silikon bir tiipiin icerisinde dentin diskinin
diger kismma uygulanmakta ve disin yapis1 taklit edebilerek materyallerin

sitotoksisitesinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.8% %3

2.6.2. Sitotoksisite Testlerinin Degerlendirme Yontemleri
Bir materyalin sitotoksik degerlendirmesi yapilirken; canli hiicrelerin sayimi, boya

tutulumu, enzim aktivitesi, protein sentezi, enflamatuar mediatér sentezi gibi bir¢ok
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yontem kullanilmaktadir.3 Bu testler genel olarak dort baslik altinda toplanmistir.
Bunlar:8®
e Canlilik (viability) degerlendirme testleri
e Yasam (survival) degerlendirme testleri
e Hiicre proliferasyonu degerlendirme testleri
o Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri
2.6.2.1.Canlhlik Degerlendirme Testleri
Canlilik degerlendirme testleri, materyalin hiicreler {izerinde meydana getirdigi
toksik etki sonucu hiicre kiiltiiriinde hayatta kalan hiicre oraninin belirlenmesidir. Bu
testler, hiicre zar1 bitiinligini yitirdiginde hiicrelerin igerisine giren tripan mavisi,
naftalin siyahi, eritrosin gibi boyalar kullanilarak veya hiicre zarinin bitiinligiiniin
korundugu canli hiicrelerin igerisine alinan ndétral kirmizi ve diasetil floresan gibi
boyalarin kullanmilmasiyla gerceklestirilmektedir.® Degerlendirmelerin hiicre zari
gecirgenligi dlglimii ile sinirli olmast ve hiicrelerin 6liimiinden 6nceki son evrelerinden

olan sub-letal hiicre degisikliklerinin dl¢iilememesi, bu testlerin dezavantajlaridir.®*

2.6.2.2. Yasam Degerlendirme Testleri

Yasam degerlendirilmesinde kisa donem testleri hizli ve kolay uygulanabilir
yontemler olmakla birlikte sadece degerlendirme esnasindaki cansiz hiicreleri
gostermektedirler. Toksik etkilere maruz kalan hiicrelerdeki etkilerin uzun vadede ortaya
cikabilmesi ve kisa donemde goriilen toksisite reaksiyonlarinin geri donebilmesinden

dolayi canlilik oraninin belirlenmesinde uzun donem testleri daha ¢ok tercih edilmektedir.

86, 87

2.6.2.3.Hiicre Proliferasyon Degerlendirme Testleri
Hiicre proliferasyon degerlendirme testlerinde; materyalin hiicre proliferasyonu

tizerine olan etkisinin belirlenmesinde birkag¢ giin sonraki hiicre sayimi sonucuyla elde
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edilen biiyiime egrisinden faydalanilmaktadir. 3H-timidin ve bromodeoksiuridin

immuno-histokimyasal teknik bu yontemde en ¢ok kullanilan testlerdir. 8 %

2.6.2.4.Metabolizma Degerlendirme Testleri

Hiicre kiiltiirindeki canli hiicrelerin miktarinin belirlenmesinde mitokondrial
aktivite onemli bir belirte¢ oldugu i¢in metabolizma testlerinde hiicrelerin proliferatif ve
metabolik aktivitelerine bakilarak genellikle hiicrelerde uzun dénemde olusan toksisite
degerlendirilmektedir. Bu yontemde materyalin hiicrelerde meydana getirdigi toksisite
sonucu hiicrelerin enzim aktivitelerinde meydana gelen degisim incelenmektedir. Testin
uygulanmasi ile hiicre kiiltiir plaklarinda meydana gelen renk degisimleri mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre ile 6lgiilmektedir. Canli hiicre miktarinin belirlemesinde en
sik kullanilan metabolik test yontemi olan MTT testinin yani sira MST, WST ve XTT
testleri de gelistirilmistir. MTT testinde suda ¢oziinmeyen formazon bilesigi olusurken,
MST, WST ve XTT testlerinde ise suda ¢dziinen formazon bilesigi olusmaktadr.8- 83 &

MTT Testi

MTT testi kullanilarak hiicre kiltiiriindeki canli hiicrelerin orami, kultiire
uygulanan tetrazolium halkasinin canli hiicrelerin mitokondrial dehidrojenaz enziminin
aktivitisiyle par¢alanmasi sonucu, suda ¢oziinemeyen mavi-mor formazana doniismesi ve
kiiltirdeki formazonin yogunlugunun spektrofotometrede kolorimetrik yontemle
belirlenmesi ile dlgiilmektedir.3* 8" Biyouyumluluk testlerinden MTT testi, ¢abuk sonug
vermesi ve digerlerine gore daha hassas olmasiyla birlikte diisiik dozdaki toksisitelerin
bile degerlendirilmesine imkan saglamasi nedeniyle dis hekimliginde materyallerin

sitotoksisitesinin belirlenmesinde oldukca sik kullanilmaktadir.®®
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3. MATERYAL VE METOT

Ug farkli yapidaki bor materyaline ait farkli derisimlerin DPSC iizerindeki
sitotoksisitesinin MTT testi uygulanarak degerlendirildigi bu arastirma, Saglik Bakanligi
tarafindan yayimlanan 19 Agustos 2011 tarth ve 28030 sayili “Klinik Arastirmalar
Hakkindaki Yo6netmelik” hiikiimlerine bagh kalinarak 13.02.2019 tarihinde Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Etik kurulunun 1. toplantisinda 60 karar numarasi
ile etik kurul onayr alinarak Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarinda ytiriitiilmustiir.

3.1.  Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismamizda Amerikan Tipi Kiltir Kolleksiyonu dondurulmus DPSC

kullanilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Insan dental pulpa kok hiicresi

Dondurulmus hiicreler ¢alkalayici su banyosu (Memmert, Germany) (Sekil 3.2.)
kullanilarak ¢ozlilmiis ve yeni besi yeri eklendikten sonra 5 dakika siire ve 800 rpm
devirde santrifiij islemi (Rotofix 32, Hettich Zentrifugen, Germany) (Sekil 3.3.)

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Santrifiij makinesi

Santrifiijasyon sonrasi iistte kalan sivi (siipernatant boliim) atilarak geriye kalan
kisim (pellet) igerisindeki hiicreler, DPSC hiicrelerine 6zel olarak hazirlanan besi yeri
(DPSC DMEM (Lonza, MD USA), %10 fetal sigir serumu (FBS (Biowest, South
America)) ve %1 PSA (Penisilin,streptomisin, amfotericin (BioWhittaker, Lonza, MD

USA)) ile karistirilarak 75 cm? alanindaki hiicre Kiiltiirii iiretme kabina ekilmistir. Hiicre
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kiiltiir flask1 daha sonra 37 °C’de %5 CO2 ve %95 nemli inkiibatorde (Esco CelCulture

COz Incubator, Singapore) (Sekil 3.4.) hiicrelerin ¢ogalmasi igin bekletilmistir.

Sekil 3.4. Inkiibator

Hiicreler kiiltiir kabinin tabaninda tek tabaka olarak yeterli miktarda ¢ogaldiktan
sonra (%80-85 yogunluk) kiiltiir kabindaki besi yeri aspire edilmistir. Kiiltiir ortamindaki
hiicresel atiklarin ve serum artiklarinin uzaklastirilmast amaciyla pipet degdirilmeden
hiicre yiizeyleri fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS (Biowest, South America)) ile
yikanmig ve PBS yavasca cekilmistir. Yeni bir pipet ile ortama %0.05 tripsin-
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Gibco®,Paisley, UK) eklenmis ve hiicre kiiltiir
flaski 3 dakika inkiibatorde tutulmustur. Bu islem sonrasinda flask mikroskobik (Leica,
Germany) (Sekil 3.4.) olarak incelendiginde hiicrelerin iiretim kabi tabanindan

serbestlestigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.5. Inverted 1s1k mikroskobu

Sekil 3.6. DPSC mikroskop goriintiisii

Tripsin - EDTA’nin proteolitik etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla kiiltiir
kabina FBS ilave edilmistir. Hiicreler serolojik pipet yardimiyla kiiltiir kaplarindan konik

tabanli 15 ml’lik eppendorf tiipiine aktarilmis ve devaminda tekrar 800-1000 rpm devirde

24



5 dakika santriflij islemi gergeklestirilmistir. Supernatan 15 ml’lik falkon tiipiliniin
tabaninda bulunan hiicrelere zarar gelmeyecek sekilde uzaklastirilmistir. Tiipe DPSC i¢in
hazirlanan 6zel besi yeri (DMEM) eklenerek hiicreler siispansiyon haline getirilmistir.
Daha sonrasinda well plate olarak adlandirilan Poli-D-Lysin kapli 96 kuyucuklu
plakalarin her birine 100 ul hiicre ekilerek mikroskopta incelenmistir. Well plate daha
sonrasinda hiicre tutulumu i¢in 24 saat inkiibatorde bekletilmistir.

Etlive birakilan 96’lik well platelerin konfluens orani %90 ve iizeri oldugunda
deneyin yapilmaya hazir oldugu anlasilarak Orneklerin hazirlanmasi1 asamasina
gecilmistir.

3.2.  Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda borik asit, boraks dekahidrat ve disodyum oktaborat tetrahidrat
materyalleri kullanilarak ilk 24 saate kullanilacak olan farkli derisimlerdeki ¢alisma
gruplart Tablo 3.1.’de belirtildigi gibi olusturulmustur. Sadece kdk hiicrelerden olusan
grup ise kontrol grubunu olusturmaktadir. 48. ve 72. saatlerde kullanilacak olan ¢alisma
gruplart ise ilk 24 saatlik MTT analizi sonucu en diisiik ve en yliksek toksisiteyi gdsteren

gruplardan se¢ilmistir.

Tablo 3.1. Materyallerin derisimlerine ait ¢alisma gruplari

Materyaller Derigimler

1uM 10 pM 100 pM 1000pM
B Bl B10 B100 B1000
BA BAl BA10 BA100 BA1000
DOT DOT1 DOT10 DOT100 DOT1000
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Ulusal Bor Arastirma Enstitiisi-BOREN (Ankara, Tiirkiye) tarafindan saglanan
borik asit, boraks dekahidrat, disodyum oktaborat tetrahidrat ¢ozeltileri kiiltiir ortaminda
0.1 g/ml stok ¢ozeltisi iginde ¢oziilmiis ve 0.2 pum'lik bir filtreden (Sartorius AG,
Gottingen, Almanya) siiziilerek hazirlanmistir. Daha sonra diisiik glukozlu DMEM
soliisyonu kullanilarak ana stoklardan 1uM, 10 pM, 100 uM ve 1000 uM’lik

konsantrasyonlarda hazirlanmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.7. Stok soliisyonlarindan hazirlanan materyal diliisyonlari

3.3.  Orneklerin Uygulanmasi

Hiicre tutulumu inverted doku mikroskobunda gozlendikten sonra 96’lik well
platete her bir calisma grubu i¢in beser kuyucaga hazirlanan diliisyonlar eklenmis ve well
plate 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. Calisma gruplarinin ilk 24. saate ait
sitotoksisiteleri MTT testi uygulanarak degerlendirilmistir.

24. saat sonuglarina gore her bir bor materyalinin en diigiik ve en yiiksek toksisite
gosteren derisimleri belirlenmistir. Daha sonra 96’lik well platete altisar kuyucuk
ayrilarak belirlenen 6 ¢alisma ve 1 kontrol grubu i¢in 48. ve 72. saat MTT testleri

yapilmustir.
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3.4, MTT Testi

Borik asit, boraks ve disodyum oktaborat tetrahidratin DPSC iizerine toksik etkisi
24., 48. ve 72. saatte MTT testi (Sigma, St. Louis, USA) ile degerlendirilmistir. Yontem,
sadece canli hiicrelerin mitokondriyal enzimleriyle tetrazolyum tuzu olan sar1 renkli MTT
boyasini indirgeyerek mor renkli formazan iriiniine doniistiirme kapasitesini 6lgme
esasina dayanmaktadir. Hiicre igerisinde biriken formazan kristalleri dimetil siilfoksit
(DMSO) ile ¢ozindirildiigiinde olusan koyu menekse renk yogunlugu 550 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiilmektedir. Test sonucu elde edilen renk yogunlugu
ortamdaki canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir.

Bor materyallerin DPSC hiicreleri iizerine olan toksik etkisinin MTT testi
yapilarak degerlendirilmesinde iki adet 96-kuyucuklu well plate’in birisi 24. saat digeri
de 48. ve 72. saat degerlendirmelerinde kullanilmistir. Deney saati gelen kuyucuklardaki
besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara 110 ul MTT soliisyonu (her 1 ml DMEM iizerine
100 ul MTT) eklenmistir. MTT'ye maruz birakilan hiicreler 4 saat inkiibasyona
birakilmis, inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligit 550 nm'de otomatik petri okuyucu
(Biotek Instruments, Inc., Vermont, USA) kullanilarak o6l¢iilmiis ve c¢ikan degerler
kontrol gozleri ile karsilastirilmistir. Bu asamada kuyucuklarin spektrofotometre okumast

3 kez tekrarlanmustir.
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Sekil 3.9. Spektrofotometre okuyucusu

3.4.1. MTT Testi Degerlerinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Her bir zaman dilimine ait kontrol grubu baz alinarak bu grubun ortalamasina gore
her bir gozlemin yiizdesi belirlenmis ve analizler bu yiizdelik degerler iizerinden
gerceklestirilmistir. MTT degerlerinin normallik analizinde histogram ve Q-Q grafikleri
degerlendirilerek verilerin normal dagilim sergiledikleri belirlenmistir. ilk asamada,
24. saat sonunda elde edilen verilere materyal ve derisimin birlikte ele alindig1 iki faktorli
ve intraksiyonlu modelle varyans analizi uygulanmistir. Materyaller ve derisimlerde

farkli alt gruplar Duncan ve Dunett t ¢oklu karsilastirma testleri ile belirlenmistir.
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Ikinci asamada, 24. saatte elde edilen en yiiksek ve en diisik MTT degerlerinin
bulundugu c¢alisma gruplarina ait 24., 48. ve 72. saat Ol¢timleri de iki faktorlii
intraksiyonlu modelle analiz edilmistir. Calisma gruplar1 ve zamana ait farkli alt gruplar
Duncan ve Dunett t coklu karsilagtirma testleri ile belirlenmistir.

Bu calismalar kullanilan istatistiksel degerlendirilmeler SPSS 25.0 (SPSS Inc.,

Chiago IL, ABD) istatistik programinda %5 6nem seviyesinde gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Farkli derisimlerde hazirlanan bor ¢o6zeltilerinin DPSC iizerine direkt temas
yontemiyle uygulanmasini takiben 24. saat sonunda elde edilen MTT testi sonuglarinin

kontrol grubuna gore ortalama degerleri ve standart sapmalart Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli derisimlerdeki bor materyallerinin 24 saat sonundaki MTT degerlerinin
kontrol grubuna olan oranlar1 (Ortalama + Standart Sapma)

0uM 1uM 10 uM 100 uM 1000 uM p
B 131,2+ 15,65  105,8 + 19,2°% 88,2 + 142bx 81,5 + 5,92 <0,001
BA 157,4+324 1404+ 16 124 £42,7%Y  146,2+38,7Y 0,492
DOT 141,5+38,3%  176,6 + 16,97 173,4+49,2% 117,94+ 19,6% 0,043

Kontrol 100+ 28,3

p 0,415 <0,001 0,014 0,006

a,b,c...: Ayni satirdaki farkli harfler grup igi farkliliklar1 gostermektedir
X,y,Z...: Ayni siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliliklar1 gostermektedir

B BA DOT

®m0uM ®mluM ®E10uM ®E100uM m1000uM

250

200

150

100

50

Kontrol

Sekil 4.1. Calisma gruplarina ait 24. saat MTT degerlerinin ortalama ve standart
sapmalari.
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24. saat MTT testi sonucu farkli bor materyalleri ve molariteleri arasindaki

etkilesim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.016) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. 24. saat sonunda bor materyalleri ve molarite arasindaki etkilesimler

Etkilesim p degeri
Materyal <0.001
Molarite 0.037

Materyal * Molarite 0.016

24. saat MTT olclimlerinde B’nin artan derisimi ile birlikte hiicre canliliginda bir
azalma gozlenmektedir. B1 en yliksek canlilik oranina sahip olup diger derisimlerden
anlamli derecede farklidir (p<0.001). BA igin hiicre canliligi en diisiik BA100’de en
yiiksek BA1°de tespit edilmis olmakla birlikte, BA’nin biitiin derisimleri arasinda anlaml1
bir farklilik bulunmamaktadir (p=0.492). DOT ait derisimler degerlendirildiginde en
yiiksek hiicre canliligina sahip DOT10 ile en diisiik hiicre canliligina sahip DOT1000
arasinda farkliligin anlamli oldugu gozlenmistir (p=0.043).

Ayni derigimlerdeki bor materyalleri karsilastirildiginda 1 pM derisimindeki bor
materyalleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0.415). 10 puM’hik
derisimde hiicre canlilig1 en yiikksek DOT10’da bulunmus olup bunu sirasiyla BA10 ve
B10 takip etmistir ve her li¢ materyal arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p<0.001).
100 uM’lik derisimde en yiiksek hiicre canliligina sahip DOT100 ile kontrol grubundan
daha diistik degere sahip B100 arasinda anlamli bir farklilik mevcuttur (p=0.014). BA100

ayni derisimdeki diger iki materyalle istatistiksel olarak benzerlik sergilemektedir.
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1000 uM’lik derisimde ise sitotoksik etki sergileyen B1000 ve diger materyaller
arasindaki farklilik anlamli bulunmustur (p=0.006).

24. saat MTT testi uygulanmadan Once inverted mikroskop kullanilarak
kuyucuklardan elde edilen goriintiiler degerlendirildiginde BA1, BA100 ve DOT100
gruplarinin hiicre yogunlugunun kontrol grubundan fazla oldugu gézlenmistir (Sekil 4.2).

Bor tiirevlerinin en diisiik hiicre yogunlugu ise B1000, BA10 ve DOT1000 gruplarinda

tespit edilmistir.

Sekil 4.2. Calisma gruplarina ait 24. saat mikroskop goriintiileri

24. saat MTT analizi sonucu bor materyallerine ait en yiiksek ve en diisiik hiicre
canliliginin gézlendigi derisimler belirlenmistir. Yiiksek derisimli materyallere ait grupta
B1000, BA100 ve DOT1000 bulunurken, diisiik derisimli materyalleri i¢eren grupta ise
B1, BA1 ve DOT10 yer almistir. Bu derisimlere ait 24., 48. ve 72. saatteki MTT
degerlerinin kontrol grubuna gore ortalama degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.3 de

verilmistir.
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Tablo 4.3. Calisma gruplarina ait 24., 48. ve 72. saat MTT degerlerinin kontrol grubuna
oranlart (Ortalama + Standart Sapma)

24 Saat 48 Saat 72 Saat p

B1 131,2 + 15,6%Y7 101,6 £ 12,722 105 + 19,9 0,016
B1000 81,5 + 5,88 107,8 + 82 99,7 + 420X <0,001
BA1 157,4 + 32,422V 97,7 + 10,43 118,2 +9,72¥2 <0,001
BA100 124 £42,7%7 100,5 + 8,6%Y 102 + 10,4% 0,194
DOT10  176,6 + 16,9°Y 115,4 + 16,727 122,8 + 19,122 <0,001
DOT1000 117,8 + 19,6°Y 92,3 + 15,4%% 111,9 £ 10,20%¥ 0,02
D <0,001 0,025 0,014

a,b,c...: Aymi satirdaki farkli harfler grup igi farkliliklar1 gostermektedir

X,¥,Z,V...: Aym siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliliklar1 gostermektedir
250
200

150

B1000

BA100

M 24 Saat W48 Saat W72 Saat

100
50 I
0

DOT10

DOT1000

Kontrol

Sekil 4.3. Calisma gruplarinin 24., 48. ve 72. saat MTT degerlerinin ortalama ve standart

sapmalari.
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Ug farkli zamana ait MTT degerlerinin ¢alisma gruplar1 ve zaman arasindaki

etkilesimi istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Calisma gruplar1 ve zaman arasi etkilesimler

Etkilesim p degeri
Grup <0.001
Zaman <0,001
Grup * Zaman <0,001

24 saat sonraki MTT oOl¢iimlerinde kontrol grubundan diisiik degere sahip olan
B1000 ve diger yliksek derisimli materyaller arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok
anlamlidir. Ayrica, disiik derisimli materyaller arasinda da DOT10’un B1’den daha
yiiksek hiicre canlilik degerine sahip olmasi istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur
(p<0.001).

48. saatte yiiksek derisimli materyaller arasinda DOT1000 kontrol grubundan da
diisiik deger gostermis ve B1000’den istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
sergilemistir. Ayrica, en diisiik derisimli materyaller arasinda en yiiksek hiicre canlilik
degerine sahip olan DOT10 ile BA1 arasinda anlamli bir farklilik mevcuttur (p=0.025).

72. saatte elde edilen MTT testi sonucuna gore yiiksek derigimli materyaller
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. Diisiik derisimli materyaller
kiyaslandiginda ise 24. saatteki sonuglarina benzer sekilde DOT10’un B1’den daha
yiiksek hiicre canlilik degerine sahip olmasi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.025).
Genel bir degerlendirilme yapildiginda biitiin zaman dilimlerine ait Bl ve BA1’in

arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).
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BA100 disindaki diger gruplarda {i¢ farkli zamandaki hiicre canlilik degerleri
arasinda anlaml farklilik mevcuttur. B1000 disindaki gruplarda 24.saatte elde edilen en
yiiksek hiicre canlilik degerleri 48. ve 72. saatlere kiyasla anlamli farklilik olusturmustur
(p<0.05). Bir diger istisna da DOT1000’in diger zamanlara kiyasla 48. saatte en diisiik
hiicre canlilik degerine sahip olmas1 sebebiyle istatistiksel olarak anlamli bulunmasidir
(p=0.02). B1000’de 24. saatte en diisiik, 48. saatte de en yiiksek hiicre canlilik degeri elde
edilmis ve biitiin zaman dilimlerindeki MTT degerleri istatistiksel olarak birbirlerinden
farkli bulunmustur (p<0.001).

48. saat MTT testinden once inverted mikroskop kullanilarak kuyucuklardan elde
edilen goriintiiler degerlendirildiginde DOT10 ve DOT1000 gruplarindaki hiicre
yogunlugunun kontrol grubundan az oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4). 72. saat mikroskop
goriintlileri degerlendirildiginde ise sadece B1000 ve BAI1 gruplarindaki hiicre

yogunlugunun kontrol grubundan az oldugu gézlenmistir (Sekil 4.5).
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Kontrol
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DOT 1000

A

Sekil 4.5. Caligsma gruplarina ait 72. saat mikroskop goriintiileri
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5. TARTISMA

Dis hekimligindeki en 6nemli hedeflerden biri dental tedaviler sirasinda pulpa
canliliginin korunmasidir. Bu yiizden, dokularla dogrudan veya dolayli olarak temas
halinde bulunan endodontik veya restoratif materyallerin biyouyumlu olmalar1 biiyiik
onem tagimaktadir. Bu dogrultuda dis hekimligi alaninda doku devamliligi ve tamiri
amaciyla dis pulpasinda bulunan mezenkimal kok hiicrelerden yararlanmayi saglayan
yeni materyallerin gelistirilmesine yonelik calismalar da siirdiiriilmektedir.> 2% Yapisina
katildig1 restoratif materyalin antibakteriyal 6zelligini arttirirken sitotoksik etkisini
azalttig1 belirtilen borun ayrica, kemik iyilesmesinde ve DPSC’nin odontojenik ve
osteojenik farklilasmasinda etkin bir rol oynadig1 da ifade edilmistir.> "8 Bu ¢alismada
MTT testi kullanilarak 3 ¢esit bor materyaline ait farkli derisimlerin DPSC tizerindeki
sitotoksik etkisinin 24., 48. ve 72. saatlerde belirlenmesi amaclanmaistir.

Diinyadaki en biiylik rezervi Tiirkiye’de bulunan borun ana maddesi borakstir.
Endiistriyel alanda ¢ok genis kullanim alanina sahip olan bor materyali {izerine yapilan
calismalar sonucunda viicudumuzdaki bir¢ok metabolizma i¢in de esansiyel olabilecegi
belirtilmistir.*® NaB’nin hem kemik hem de dis dokusunda basarili sonuglar sergilemesi
rejeneratif doku miihendisliginde bor tilirevleri kullanilmasinin giivenli oldugunu
kanitlamistir.® Demirci ve arkadaslar® da dental kompozitlerin yapisina bor katildiginda
DPSC'lerin osteojenik ve odontojenik potansiyelinin daha yiiksek oldugunu ortaya
cikarmiglardir. Her ne kadar bor dogada farkli bilesikler halinde bulunsa da giiniimiize
kadar yapilan bilimsel ¢alismalarda borun tek bir gesidi iizerine yogunlagilmistir.® 8 "
Ayrica, yapilan literatlir taramasinda kullandigimiz bor tiirevlerinin DPSC iizerindeki
sitotoksik etkisi hakkinda yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu yiizden bu tez

calismasinda da borun B, BA ve DOT tiirevleri kullanilmistir.
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Biyouyumlulugun belirlenmesinde kullanacak test yontemleri, materyalin
uygulandig1 yere ve beklenen toksik etkilere gore degisiklik gosterebildigi i¢in en uygun
test yonteminin segilmesi onemlidir.”® 8 8 Dis hekimligindeki materyallerin
biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla kullanilacak in vitro sitotoksisite testleri
uluslararas1 standartlar tarafindan (ISO 10993-5) belirlenmistir.%> Toksisitenin
belirlenmesinde en sik hiicre kiiltiir testleri kullanilmaktadir. Bu testler, kolay elde
edilebilmeleri, bireysel kosullardan etkilenmemeleri, materyaller arasinda
karsilastirmalara izin vermeleri, tekrarlanabilmeleri ve ¢alisma kosullarinin standardize
olmasina imkan saglamalar1 nedeniyle tercih edilmektedir.’® 8 Bu testlerden biri olan in
vitro direkt hiicre materyal temas testinde materyallerin in vivo ortamda olusturdugu
temas sekilleri taklit edilmeye calisiimaktadir.®® Bu tez calismasinda direkt temas
yonteminin sec¢ilmesinde de kullanilan bor materyallerinin hiicre kiiltiir besi yerinde
¢Oziinebilmesi etkili olmustur.

Materyallerin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlendigi ¢esitli metotlar
bulunmaktadir. Canli kalan hiicrelerin sayilmasi, proliferasyon oranlarinin hesaplanmasi,
hiicresel makromolekiillerin sentezi veya enzim aktivitesinin belirlenmesi bu metotlardan
bazilaridir.”® Bu testlerden biri olan MTT’nin diisiik seviyedeki toksisiteyi
degerlendirebilirken, hizli ve hassas sonu¢ vermesi nedeniyle giivenilir bir test oldugu
belirtilmistir.%® % Issa ve arkadaslar1® insan fibroblastlar iizerinde rezin kompomer
monomerlerinin yaptig sitotoksik etkiyi belirlemek igin yaptiklari ¢alismalarinda LDH
(Laktat Dehidrogenaz) ve MTT testleri kullanilmis ve 6zellikle test edilen monomerlerin
daha diisiik dozlar1 degerlendirildiginde MTT testinin daha duyarl ve giivenilir oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica, Schmalz ve Schweik]®® de fare fibroblastlari iizerinde ii¢ farkli
dental materyalin toksisitesini MTT, noétral kirmizi ve kolorimetrik yontemlerle

degerlendirmislerdir. MTT test yontemi sitotoksisite ¢alismalarinda oldukga giivenilir,
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etkili ve ekonomik olmasindan dolayr bu calismada da sitotoksisite diizeylerinin
belirlenmesinde tercih edilmistir.

Tasl ve arkadaglari® NaB’nin DPSC iizerindeki sitotoksik etkisini 24., 48. ve 72.
saatlerde degerlendirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da farkli bor materyallerinin DPSC
tizerindeki sitotoksik etkini degerlendirirken bu zaman araliklar1 kullanilmistir. Ancak,
bu materyallerin uzun siireli sitotoksisite sonuglarinin elde edilmesi i¢in daha uzun siireli
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

In vitro sitotoksisite test sistemlerinde dikkate alinmas1 gereken bir diger konu da
kullanilacak hiicre tipinin segilmesidir. Ornegin; materyalin etkilesime girecegi doku dis
pulpasi ise odontoblast ve fibroblast, eger periodontal doku ve agiz mukozasi ise
fibroblast hiicre tiplerinin kullanilmasimin daha uygun olacag belirtilmistir.}% Shafiei ve

101 jki farkli kompozit materyalinin DPSC ve dental pulpa fibroblast hiicreleri

arkadaslari
tizerindeki sitotoksik etkilerini karsilastirdiklar1 c¢alismalarinda, kok hiicrelerinin
fibroblast hiicrelerine kiyasla daha direngli oldugunu bulmuslardir. Ayrica, toksisite
calismalarinda kok hiicre kullanilmasinin hiicresel, embriyonik, gelisimsel, reprodiiktif
ve fonksiyonel toksisiteleri tek bir sistemde toplayarak insan fizyolojisine benzer sekilde
degerlendirmeye olanak sagladig1 belirtilmistir.!2 Kok hiicre kullanilarak yapilan
toksisite testleri geleneksel toksisite testlerine gecerli bir alternatif olmasindan dolay1 bu
tez calismasinda da caligma materyallerinin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde
DPSC kullanilmastir.

Ying ve arkadaslari!®® BA’nm 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml ve 1000 ng/ml
derigimlerinin insan kemik iligi stromal hiicrelerinde osteojenik farklilagmaya etkisini

inceledikleri arastirmalarinda sadece 1000 ng/ml’lik derisimde sitotoksik etki tespit

etmiglerdir. Aksine, calismamizda BA’nin daha yliksek derisimlerinde dahi DPSC’de
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sitotoksik etki gézlenmemesi insan kemik iligi stromal hiicrelerine kiyasla DPSC’nin
BA’ya kars1 daha az duyarl oldugunu diistindiirmektir.

Hakki ve arkadaslari’® 0.1 - 10.000 ng/ml araligindaki BA derisimlerinin
MC3T3-E1  hiicreleri (preosteoblastik) {izerindeki etkilerini MTT testi ile
degerlendirdikleri ¢alismalarinda 24 saat sonunda sitotoksik etki sergileyen 1000 ve
10.000 ng/ml derisimindeki BA c¢ozeltilerinin 72. saatte herhangi bir sitotoksisite
sergilemedigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 1000 ng/ml’lik BA igeren BAI
icin 24. ve 72. saatlerde sirastyla %57 ve %18’lik bir proliferasyon artis1 gozlemlenmistir.
Bu farklihgin farkli hiicre tiplerinin kullanilmis olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Cantiirk ve arkadaslar1'® saglikli lenfosit hiicrelerine 1000 uM’lik BA ve NaB
uygulandiginda 48 saat sonunda MTT testi ile hiicrelerin mitokondrial aktivitelerinde
strastyla %20 ve %25 azalma olustugunu bulmuslardir. Buna karsin bizim ¢alismamizda
48 saat sonunda B1000’de %7.8 ve BA100’de %0.5’lik artis DOT1000°de ise %7.7’lik
azalma gozlenmistir. Bu farklilik sebebiyle DPSC’nin lenfosit hiicrelerine kiyasla bor
tiirevlerine kars1 daha az duyarh oldugu diisiiniilmektedir.

Najafabadi ve Abnosi % fare kemik iliginden elde edilen kok hiicreye 6 ng/ml BA
uygulandiginda kontrol grubuna gore hiicre canliliginda bir farklilik gézlenmedigini
belirtmislerdir. Ancak, 6 pg/ml BA uygulamasinda ilk 5 giinde farklilik olusmazken 10.,
15. ve 21. giinlerde ise hiicre canlilifinda azalma olustugunu tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde bor materyalleri 24., 48. ve 72. saatlerde DPSC iizerinde
toksik etki gostermemistir. Bu sonucglar kisa donem sonuclarini ifade ettigi igin
materyallerin uzun donem sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi daha kapsaml

calismalara ihtiya¢ vardir.
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107 stronsiyumun 0, 0.5, 2.5, 5 ve 10 mM’lik derisimlerinin

Huang ve arkadaslari
DPSC fizerine etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, ilk 24 saatin sonunda
stronsiyumun ¢alisilan en yliksek derisiminin (10mM) toksik etki olusturdugunu tespit
etmislerdir. Bor materyallerinin degerlendirildigi bu calismanin ilk 24 saatlik verileri
degerlendirildiginde artan dozla beraber B’de toksik etki, BA’da benzer degerler elde
edilirken DOT’da ise hiicre proliferasyonu diisiik dozlara kiyasla diisiis sergilemistir. Her
ne kadar bu c¢alismada kullanilan derisimler arasinda sitotoksik doz sadece B icin
gbzlenmis olsa da diger materyallerin sitotoksik etki gosteren dozlarinin belirlenmesi igin
daha genis doz araliginda yeni c¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Deney gruplarinin her ii¢ zaman dilimine ait inverted mikroskop goriintiilerindeki
DPSC yogunlugu ile MTT testi sonuclart arasinda uyum olmamas: mikroskobik
goriintlilerin her gruba ait bes kuyucuktan sadece birisinden elde edilmesi ve kuyucugun
cok kiiciik bir alanin1 temsil etmesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Dis hekimliginde apeksifikasyon, internal ve eksternal rezorpsiyonlarin tedavisi,
kok perforasyonlarinin tamiri, kanal i¢i medikament, direkt ve indirekt pulpa
tedavilerinde kalsiyum hidroksit, MTA ve biyoseramikler kullanilarak basarili sonuglar
elde edilmektedir.®!12 Yapilan caligmalar sonucunda bu materyallerin DPSC'lerin
lyilesmesini, migrasyonunu, proliferasyonunu ve mineralizasyonunu arttirdiklar
biyokimyasal ve fizyolojik olarak ortaya konulmustur.}'® 114 115122 Bizim calismamiz
sonucunda DPSC iizerinde bor materyallerinin genel olarak tespit edilen proliferatif
etkisinin, borun dis hekimliginde benzer alanlarda kullanim kazanabilmesi i¢in yapilmasi

gereken daha kapsamli ¢aligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisilan  materyallerin - 24 saat sonunda DPSC izerindeki etkileri
degerlendirildiginde B100 ve B1000 gruplarinda sitotoksisite, diger gruplarda ise
proliferasyon gozlenmistir.

Gruplarin 24 saat sonunda en yiiksek DPSC proliferasyonu sergileyen derisimleri;
B ve BA i¢in 1 uM, DOT i¢in ise 10 uM derisimlerinde tespit edilmistir.

Tim gruplarin proliferasyon oranlarinin 24. ve 48. saatlerde degerlendirilmesi
sonucu, sadece B1000’in proliferasyonu 48. saatte artis gostermistir.

Bor tiirevlerinin 24. saatte DPSC iizerinde en yiiksek hiicre canlilifi gdsteren
derisimlerinin zamana bagli etkileri kiyaslandiginda, B1 ve BAl tiim zaman
dilimlerinde benzer etki gostermis fakat, 24. ve 72. saatlerde DOT10’dan daha
diisiik proliferasyon orani sergilemislerdir.

Biitiin zaman dilimlerindeki en yiiksek DPSC proliferasyon oranlart DOT10’da
tespit edilmistir.

Bor materyallerinin dis hekimligi alanindaki klinik uygulamalarda kullanimina
yonelik girisimlerin 6n planda oldugu, daha uzun siireli ve kapsamli caligmalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.

42



KAYNAKLAR

1. Wataha JC. Biocompatibility of Dental Materials. Iginde:Anusavice KJ
(editor). Phillips' Science of Dental Materials, Elsevier Health Sciences, 2003.

2. Brackett MG, Marshall A, Lockwood PE, Lewis JB, Messer RLW,
Bouillaguet S, Wataha JC. Cytotoxicity of endodontic materials over 6-weeks ex vivo.
International Endodontic Journal, 2008, 41: 1072-1078.

3. Demirci S, Kaya MS, Dogan A, Kalay S, Altin NO, Yarat A, Akyiiz SH,
Sahin F. Antibacterial and cytotoxic properties of boron-containing dental composite.
Turkish Journal of Biology, 2015, 39: 417-426.

4, Benderdour M, Bui-Van T, Dicko A, Belleville F. In vivo and in vitro
effects of boron and boronated compounds. Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology, 1998, 12: 2-7.

5. Ince S, Kucukkurt I, Cigerci IH, Fidan AF, Eryavuz A. The effects of
dietary boric acid and borax supplementation on lipid peroxidation, antioxidant activity,
and DNA damage in rats. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 2010, 24:
161-164.

6. Kuru R, Yarat A. Bor ve Sagligimiza Olan Etkilerine Guncel Bir
Bakis/Boron and a Current Overview of its Effects on Health. Clinical and Experimental
Health Sciences, 2017, 7: 107-115.

7. Gorustovich AA, Steimetz T, Nielsen FH, Guglielmotti MB. A
histomorphometric study of alveolar bone modelling and remodelling in mice fed a

boron-deficient diet. Archives of Oral Biology, 2008, 53: 677-682.

43



8. Tash PN, Dogan A, Demirci S, Sahin F. Boron enhances odontogenic and
osteogenic differentiation of human tooth germ stem cells (hnTGSCs) in vitro. Biological
Trace Element Research, 2013, 153: 419-427.

9. Linde A, Goldberg M. Dentinogenesis. . Critical Reviews in Oral Biology
and Medicine, 1993

, 451 679-728.

10. Goldberg M, Lasfargues J-J. Pulpo-dentinal complex revisited. Journal of
Dentistry, 1995, 23: 15-20.

11. Pashley DH. Dynamics of the pulpo-dentin complex. Critical Reviews in
Oral Biology and Medicine, 1996, 7: 104-133.

12. Smith AJ. Vitality of the dentin-pulp complex in health and disease:
growth factors as key mediators. Journal of Dental Education, 2003, 67: 678-689.

13. Goldberg M, Smith AJ. Cells and Extracellular Matrices of Dentin and
Pulp: A Biological Basis for Repair and Tissue Engineering. Critical Reviews in Oral
Biology and Medicine, 2004, 15: 13-27.

14. Luukko K, Kettunen P, Fristad I, Berggreen E. Structure and Functions of
the Dentin-Pulp Complex. i¢inde:Hargreaves KM, Cohen S, Berman LH (editorler).
Cohen's pathways of the pulp, St. Louis, Mo., Mosby Elsevier, 2011: 453-501.

15. Nakashima M, Akamine A. The application of tissue engineering to
regeneration of pulp and dentin in endodontics. Journal of Endodontics, 2005, 31: 711-
718.

16. Demarco FF, Conde MCM, Cavalcanti BN, Casagrande L, Sakai VT, Nor

JE. Dental pulp tissue engineering. Brazilian Dental Journal, 2011, 22: 3-13.

44



17. Erisken C, Aksel H. Pulpa Canliliginin Yeniden Kazandirilmasinda (Pulpa
Rejenerasyonunda) Kullanilan Doku Iskeleleri. Turkiye Klinikleri J Endod-Special
Topics, 2017, 3: 187-196.

18. Ozgobanoglu G, Durutiirk L. Siit dislerinde pulpa ve dentinin histolojik
yapisal 6zellikleri. Acta Odontologica Turcica, 2013, 30: 99-109.

19. Gotjamanos T. Cellular organization in the subodontoblastic zone of the
dental pulp—II: Period and mode of development of the cell-rich layer in rat molar pulps.
Archives of Oral Biology, 1969, 14: 1011-10109.

20. Zhang J, Kawashima N, Suda H, Nakano Y, Takano Y, Azuma M. The
existence of CD11c+ sentinel and F4/80+ interstitial dendritic cells in dental pulp and
their dynamics and functional properties. International Immunology, 2006, 18: 1375-
1384.

21. Fitzgerald M, Chiego DJ, Jr., Heys DR. Autoradiographic analysis of
odontoblast replacement following pulp exposure in primate teeth. Archives of Oral
Biology, 1990, 35: 707-715.

22. Diamond RD, Stanley HR, Swerdlow H. Reparative dentin formation
resulting from cavity preparation. Journal of Prosthetic Dentistry, 1966, 16: 1127-1134.

23. Sunakawa M, Tokita Y, Suda H. Pulsed Nd:YAG laser irradiation of the
tooth pulp in the cat: Il. Effect of scanning lasing. Lasers in Surgery and Medicine, 2000,
26: 477-484.

24, Smith AJ, Cassidy N, Perry H, Begue-Kirn C, Ruch J-V, Lesot H.
Reactionary dentinogenesis. International Journal of Developmental Biology, 2003, 39:
273-280.

25. Couve E. Ultrastructural changes during the life cycle of human

odontoblasts. Archives of Oral Biology, 1986, 31: 643-651.

45



26. Nor J. Buonocore memorial lecture: tooth regeneration in operative
dentistry. Operative Dentistry, 2006, 31: 633-642.

27. Morsczeck C, Schmalz G, Reichert TE, Vollner F, Galler K, Driemel O.
Somatic stem cells for regenerative dentistry. Clinical Oral Investigations, 2008, 12: 113-
118.

28. Raff M. Adult stem cell plasticity: fact or artifact? Annual Review of Cell
and Developmental Biology, 2003, 19: 1-22.

29. Volponi AA, Pang Y, Sharpe PT. Stem cell-based biological tooth repair
and regeneration. Trends in Cell Biology, 2010, 20: 715-722.

30. Gronthos S, Mankani M, Brahim J, Robey PG, Shi S. Postnatal human
dental pulp stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 2000, 97: 13625-13630.

3L Kerkis I, Kerkis A, Dozortsev D, Stukart-Parsons GC, Massironi SMG,
Pereira LV, Caplan Al, Cerruti HF. Isolation and characterization of a population of
immature dental pulp stem cells expressing OCT-4 and other embryonic stem cell
markers. Cells Tissues Organs, 2006, 184: 105-116.

32. Miura M, Gronthos S, Zhao M, Lu B, Fisher LW, Robey PG, Shi S. SHED:
stem cells from human exfoliated deciduous teeth. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 2003, 100: 5807-5812.

33. Seo B-M, Miura M, Gronthos S, Bartold PM, Batouli S, Brahim J, Young
M, Robey PG, Wang CY, Shi S. Investigation of multipotent postnatal stem cells from
human periodontal ligament. The Lancet, 2004, 364: 149-155.

34. Sonoyama W, Liu Y, Fang D, Yamaza T, Seo B-M, Zhang C, Liu H,
Gronthos S, Wang C-Y, Shi S. Mesenchymal stem cell-mediated functional tooth

regeneration in swine. PloS One, 2006, 1: e79.

46



35. Sonoyama W, Liu Y, Yamaza T, Tuan RS, Wang S, Shi S, Huang GT-J.
Characterization of the apical papilla and its residing stem cells from human immature
permanent teeth: a pilot study. Journal of Endodontics, 2008, 34: 166-171.

36. Morsczeck C, G6tz W, Schierholz J, Zeilhofer F, Kithn U, Mohl C, Sippel
C, Hoffmann K. Isolation of precursor cells (PCs) from human dental follicle of wisdom
teeth. Matrix Biology, 2005, 24: 155-165.

37. Todorovi¢ V, Markovi¢ D, MiloSevi¢-JovCi¢ N, Petakov M, Balint B,
Coli¢ M, Milenkovi¢ A, Colak I, Jokanovié V, Nikoli¢ N. Dental pulp stem cells:
Potential significance in regenerative medicine. Stomatoloski Glasnik Srbije, 2008, 55:
170-179.

38. Atalayin C, Ergiici Z, Tezel H. Dis hekimliginde kok hiicre ve dental
pulpa kok hiicreleri. Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 2012, 29: 115-
120.

39. d’Aquino R, Papaccio G, Laino G, Graziano A. Dental pulp stem cells: a
promising tool for bone regeneration. Stem cell reviews, 2008, 4: 21-26.

40. Liu H, Gronthos S, Shi S. Dental pulp stem cells. i¢inde:Methods in
Enzymology, Elsevier, 2006: 99-113.

41. Gronthos S, Brahim J, Li W, Fisher L, Cherman N, Boyde A, DenBesten
P, Robey PG, Shi S. Stem cell properties of human dental pulp stem cells. Journal of
Dental Research, 2002, 81: 531-535.

42. d'Aquino R, Graziano A, Sampaolesi M, Laino G, Pirozzi G, De Rosa A,
Papaccio G. Human postnatal dental pulp cells co-differentiate into osteoblasts and
endotheliocytes: a pivotal synergy leading to adult bone tissue formation. Cell Death and

Differentiation, 2007, 14: 1162.

47



43. Zhang W, Walboomers XF, Shi S, Fan M, Jansen JA. Multilineage
differentiation potential of stem cells derived from human dental pulp after
cryopreservation. Tissue Engineering, 2006, 12: 2813-2823.

44, Smallwood C, Lipscomb J, Swartout J, Teuschlu L. Toxicological Review
of Boron and Compounds (CAS No. 7440-42-8): In Support of Summary Information on
the Integrated Risk Information System (IRIS). US Environmental Protection Agency:
Washington, DC, 2004.

45, Murray FJ, Andersen ME. Data-derived uncertainty factors: Boric acid
(BA) as a case study. Human and Ecological Risk Assessment: An International Journal,
2001, 7: 125-138.

46. Boncuk¢uoglu R, Kocakerim M, Yilmaz E, Yilmaz T. Bor elementinin
cevresel acidan degerlendirilmesi. Atatiirk Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya
Miihendisligi Boliimii, 2003, 25240

47. Kuru R, Yarat A. Boron and a Current Overview of its Effects on Health.
Clinical And Experimental Health Sciences, 2017, 7: 107-114.

48. Organization WH. Boron. 1998.

49. Demirtas A, Bor’un Insan Beslenmesi ve Sagligi Agisindan Onemi.
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 2010, 41: 75-80.

50. Uckun Z. Esansiyel bir komponent: bor-borun giinliik alim1 ve fizyolojik
etkileri. Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi, 2013: 119-123.

ol. Sayli B. Insan Saghigi ve Bor Mineralleri. Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Ogretim Uyesi ve AU Tip Fakiiltesi-Eti Holding Projeleri Yiiriitiiciisii, Ankara,

2000.

48



52. Hunt C, Shuler T, Mullen L. Concentration of boron and other elements in
human foods and personal-care products. Journal of the American Dietetic Association,
1991, 91: 558-568.

53. Anderson DL, Cunningham WC, Lindstrom TR. Concentrations and
intakes of H, B, S, K, Na, Cl, and NaCl in foods. Journal of Food Composition and
Analysis, 1994, 7: 59-82.

54. McKee JE, Wolf HW. Water quality criteria. Iginde:Water quality criteria,
State Water Quality Control Board, 1963.

55. Devirian TA, Volpe SL. The physiological effects of dietary boron.
Journal Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2003, 43: 219-231.

56. Naghii M, Samman S. The role of boron in nutrition and metabolism.
Progress in Food and Nutrition Science, 1993, 17: 331-349.

57. Kelly GS. Boron: a review of its nutritional interactions and therapeutic
uses. Alternative Medicine Review, 1997, 2: 48-56.

58. Nielsen FH, Shuler TR. Studies of the interaction between boron and
calcium, and its modification by magnesium and potassium, in rats. Biological Trace
Element Research, 1992, 35: 225-237.

59. Pan H, Zhao X, Zhang X, Zhang K, Li L, Li Z, Lam W, Lu W, Wang D,
Huang W. Strontium borate glass: potential biomaterial for bone regeneration. Journal of
the Royal Society Interface, 2009: rsif20090504.

60. Pizzorno L. Nothing boring about boron. Integrative Medicine: A
Clinician's Journal, 2015, 14: 35.

61. Dogan A, Demirci S, Bayir Y, Halici Z, Karakus E, Aydin A, Cadirci E,

Albayrak A, Demirci E, Karaman A. Boron containing poly-(lactide-co-

49



glycolide)(PLGA) scaffolds for bone tissue engineering. Materials Science and
Engineering: C, 2014, 44: 246-253.

62. Demirci S, Dogan A, Karakus E, Halic1 Z, Topgu A, Demirci E, Sahin F.
Boron and poloxamer (F68 and F127) containing hydrogel formulation for burn wound
healing. Biological Trace Element Research, 2015, 168: 169-180.

63. Lewis RA, Hawley GG. Hawley's condensed chemical dictionary. Baski.
John Wiley & Sons, 2016.

64. Hunt CD. Regulation of enzymatic activity. Biological Trace Element
Research, 1998, 66: 205-225.

65. Meacham SL, Taper LJ, Volpe SL. Effects of boron supplementation on
bone mineral density and dietary, blood, and urinary calcium, phosphorus, magnesium,
and boron in female athletes. Environmental Health Perspectives, 1994, 102: 79-82.

66. Pawa S, Ali S. Boron ameliorates fulminant hepatic failure by
counteracting the changes associated with the oxidative stress. Chemico-Biological
Interactions, 2006, 160: 89-98.

67. Jensen JP. The rise and fall of borax as an antiepileptic drug. Archives of
Neurology, 2006, 63: 621-622.

68. Briggs M. Boron oxides, boric acid, and borates. Kirk-Othmer
Encyclopedia of Chemical Technology, 2000.

69. Kuskay B, Bulutcu A. Design parameters of boric acid production process
from colemanite ore in the presence of propionic acid. Chemical engineering and
processing: Process intensification, 2011, 50: 377-383.

70. Tiirkez H, Geyikoglu F, Tatar A, Keles S, Ozkan A. Effects of some boron
compounds on peripheral human blood. Zeitschrift fiir Naturforschung C, 2007, 62: 889-

896.

50



71. Gallardo-Williams MT, Chapin RE, King PE, Moser GJ, Goldsworthy TL,
Morrison JP, Maronpot RR. Boron supplementation inhibits the growth and local
expression of IGF-1 in human prostate adenocarcinoma (LNCaP) tumors in nude mice.
Toxicologic Pathology, 2004, 32: 73-78.

72. Barranco W, Eckhert C. Cellular changes in boric acid-treated DU-145
prostate cancer cells. British Journal of Cancer, 2006, 94: 884.

73. Dieter MP. Toxicity and carcinogenicity studies of boric acid in male and
female B6C3F1 mice. Environmental Health Perspectives, 1994, 102: 93-97.

74. Demirer S, Kara Ml, Erciyas K, Ozdemir H, Ozer H, Ay S. Effects of boric
acid on experimental periodontitis and alveolar bone loss in rats. Archives of Oral
Biology, 2012, 57: 60-65.

75. Kartal SN, Hwang W-J, Imamura Y. Water absorption of boron-treated
and heat-modified wood. Journal of Wood Science, 2007, 53: 454-457.

76. Kelling K. Soil and applied boron (A2522). University of Wisconsin
System Board of Reagents and University of Wisconsin Extension, Cooperative
Extension. US Department of Agriculture, 1999.

77. Ertugrul E. Bor ve toryum madenleri sektorii. Baski. Tirkiye Kalkinma
Bankas1 AS, 2004.

78. Schmalz G. Concepts in biocompatibility testing of dental restorative
materials. Clinical Oral Investigations, 1998, 1: 154-162.

79. Standardization 10f. Dentistry-Evaluation of Biocompatibility of Medical
Devices Used in Dentistry. Baski. International Organization for Standardization, 2008.

80. Hanks CT, Wataha JC, Sun Z. In vitro models of biocompatibility: a

review. Dental Materials, 1996, 12: 186-193.

51



81. Schmalz G, Arenholt-Bindslev D. Biocompatibility of dental materials.
Springer, 20009.

82. Geurtsen W. Biocompatibility of root canal filling materials. Australian
endodontic journal: the journal of the Australian Society of Endodontology Inc, 2001, 27:
12-21.

83. Murray PE, Garcia Godoy C, Garcia Godoy F. How is the biocompatibilty
of dental biomaterials evaluated? Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal
(Internet), 2007, 12: 258-266.

84. Sakaguchi RL, Powers JM. Craig's restorative dental materials. Elsevier
Health Sciences, 2012.

85. ISO 10993-5: Biological Evaluation of Medical Devices. Part 5: Tests For
In Vitro Cytotoxicity. 20009.

86. Freshney RI. Culture of animal cells: a manual of basic technique. 2005:
1- 216.

87. Tuncer S, Demirci M. Dental materyallerde biyouyumluluk
degerlendirmeleri. Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 2011, 2011:
141-149.

88. Keles DA, Késeoglu M, Topcu KMC, Bayrak DOF. Farkli igerikli kok
kanal patlarinin sitotoksisitelerinin in vitro olarak incelenmesi. Atatiirk Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 2009, 2009: 90-97.

89. Key JE, Rahemtulla FG, Eleazer PD. Cytotoxicity of a new root canal
filling material on human gingival fibroblasts. Journal of Endodontics, 2006, 32: 756-
758.

90. Polyzois G. In vitro evaluation of dental materials. Clinical Materials,

1994, 16: 21-60.

52



91. Standardization 10f. Dentistry: Preclinical Evaluation of Biocompatibility
of Medical Devices Used in Dentistry (test Method for Dental Materials. Baski.
International Organization for Standardization, 1997.

92. Wennberg A, Mjor I, Hensten-Pettersen A. Biological evaluation of dental
restorative materials—a comparison of different test methods. Journal of Biomedical
Materials Research, 1983, 17: 23-36.

93. Outhwaite WC, Mckenzie DM, Pashley DH. A versatile split-chamber
device for studying dentin permeability. Journal of Dental Research, 1974, 53: 1503-
1503.

94. Stanford J. Recommended standard practices for cytotoxicity testing. FDI
World Dental Federation in conjunction with International Standards Organization.
Dent J, 1980, 30: 141-173.

95. Moharamzadeh K, Brook I, Van Noort R. Biocompatibility of resin-based
dental materials. Materials, 2009, 2: 514-548.

96. Wataha JC, Craig RG, Hanks C. Precision of and new methods for testing
in vitro alloy cytotoxicity. Dental Materials, 1992, 8: 65-70.

97. Ferracane J, Condon J. Rate of elution of leachable components from
composite. Dental Materials, 1990, 6: 282-287.

98. Issa Y, Watts D, Brunton P, Waters C, Duxbury A. Resin composite
monomers alter MTT and LDH activity of human gingival fibroblasts in vitro. Dental
Materials, 2004, 20: 12-20.

99. Schweikl H, Schmalz G. Toxicity parameters for cytotoxicity testing of
dental materials in two different mammalian cell lines. European Journal of Oral

Sciences, 1996, 104: 292-299.

53



100. Browne R. The in vitro assessment of the cytotoxicity of dental materials—
does it have a role? International Endodontic Journal, 1988, 21: 50-58.

101. Shafiei F, Tavangar MS, Razmkhah M, Attar A, Alavi AA. Cytotoxic
effect of silorane and methacrylate based composites on the human dental pulp stem cells
and fibroblasts. Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal, 2014, 19: €350.

102. Yao X, Yin N, Faiola F. Stem cell toxicology: a powerful tool to assess
pollution effects on human health. National Science Review, 2016, 3: 430-450.

103. Ying X, Cheng S, Wang W, Lin Z, Chen Q, Zhang W, Kou D, Shen Y,
Cheng X, Rompis FA. Effect of boron on osteogenic differentiation of human bone
marrow stromal cells. Biological Trace Element Research, 2011, 144: 306-315.

104. Hakki SS, Bozkurt BS, Hakki EE. Boron regulates mineralized tissue-
associated proteins in osteoblasts (MC3T3-E1). Journal of Trace Elements in Medicine
and Biology, 2010, 24: 243-250.

105. Canturk Z, Tunali Y, Korkmaz S, Gulbas Z. Cytotoxic and apoptotic
effects of boron compounds on leukemia cell line. Cytotechnology, 2016, 68: 87-93.

106. Bent-al-hoda Movahedi Najafabadi M, Abnosi H. Boron induces early
matrix mineralization via calcium deposition and elevation of alkaline phosphatase
activity in differentiated rat bone marrow mesenchymal stem cells. Cell Journal
(Yakhteh), 2016, 18: 62.

107. Huang M, Hill RG, Rawlinson SC. Strontium (Sr) elicits odontogenic
differentiation of human dental pulp stem cells (hDPSCs): a therapeutic role for Sr in
dentine repair? Acta biomaterialia, 2016, 38: 201-211.

108.  Eymirli A, Serper A. Endodontide Kalsiyum Hidroksit Kullanim1. Turkiye

Klinikleri Journal of Dental Sciences Special Topics, 2010, 1: 16-23.

54



109. Torabinejad M, Watson T, Ford TP. Sealing ability of a mineral trioxide
aggregate when used as a root end filling material. Journal of Endodontics, 1993, 19:
591-595.

110. Torabinejad M, Chivian N. Clinical applications of mineral trioxide
aggregate. Journal of Endodontics, 1999, 25: 197-205.

111. Zhang W, Li Z, Peng B. Assessment of a new root canal sealer's apical
sealing ability. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and
Endodontology, 2009, 107: e79-e82.

112.  Koubi G, Colon P, Franguin J-C, Hartmann A, Richard G, Faure M-O,
Lambert G. Clinical evaluation of the performance and safety of a new dentine substitute,
Biodentine, in the restoration of posterior teeth—a prospective study. Clinical Oral
Investigations, 2013, 17: 243-249.

113. JiY-M, Jeon SH, Park J-Y, Chung J-H, Choung Y-H, Choung P-H. Dental
stem cell therapy with calcium hydroxide in dental pulp capping. Tissue Engineering Part
A, 2010, 16: 1823-1833.

114.  Camilleri J, Pitt Ford T. Mineral trioxide aggregate: a review of the
constituents and biological properties of the material. International Endodontic Journal,
2006, 39: 747-754.

115. Paranjpe A, Zhang H, Johnson JD. Effects of mineral trioxide aggregate
on human dental pulp cells after pulp-capping procedures. Journal of Endodontics, 2010,
36: 1042-1047.

116. Perez A, Spears R, Gutmann J, Opperman L. Osteoblasts and MG-63
osteosarcoma cells behave differently when in contact with ProRoot™ MTA and White

MTA. International Endodontic Journal, 2003, 36: 564-570.

55



117. Yan P, Yuan Z, Jiang H, Peng B, Bian Z. Effect of bioaggregate on
differentiation of human periodontal ligament fibroblasts. International Endodontic
Journal, 2010, 43: 1116-1121.

118. Dohaithem A, Al-Nasser A, Al-Badah A, Al-Nazhan S, Al-Maflehi N. An
in vitro evaluation of antifungal activity of bioaggregate. Oral Surgery, Oral Medicine,
Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 2011, 112: e27-e30.

119. Yuan Z, Peng B, Jiang H, Bian Z, Yan P. Effect of bioaggregate on
mineral-associated gene expression in osteoblast cells. Journal of Endodontics, 2010, 36:
1145-1148.

120. Zhang S, Yang X, Fan M. BioAggregate and iR oot BP Plus optimize the
proliferation and mineralization ability of human dental pulp cells. International
Endodontic Journal, 2013, 46: 923-929.

121. AlAnezi AZ, Jiang J, Safavi KE, Spangberg LS, Zhu Q. Cytotoxicity
evaluation of endosequence root repair material. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 2010, 109: 122-125.

122. Asgary S, Eghbal MJ, Ehsani S. Periradicular regeneration after
endodontic surgery with calcium-enriched mixture cement in dogs. Journal of

Endodontics, 2010, 36: 837-841.

56



EKLER

EK-1. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi : Esra DURSUN

Dogum Tarihi : 27.07.1991

Dogum Yeri : Yenimahalle/ANKARA

Medeni hali : Bekar

Uyrugu : TC

Adres : Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti

Anabilim Dali 25240 / ERZURUM

Tel : 05331933605

Faks : 0442 236 09 45

E-mail : esradrsn.05@gmail.com

Egitim

Lise : Ankara Atatiirk Lisesi

Lisans ve Yiiksek lisans : Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

(2009-2014)

Uzmanlik : Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,

Pedodonti Anabilim Dali (2016-2019)

Yabanci Dil Bilgisi

Ingilizce : TipDil 78, Eyliil 2015

57



EK-2. ETIiK BIiLDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGU

ETIiK BILDIRIiM VE iNTIHAL BEYAN FORMU

Uzmanlik Tezi olarak Dr. Ogr. Uyesi Fatih SENGUL danismanliginda sunulan
“Melatonin ve Oksiresveratroliin Dental Pulpa K&k Hiicreleri Uzerinde Olusturdugu
Sitotoksik Etkinin Degerlendirilmesi” baslikli ¢alismanin tarafimizdan bilimsel etik
ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakcada gosterildigini, Saglik
Bilimleri Enstitiisii tarafindan belirlenmis olan Ithenticate Programi benzerlik oranlarinin
asilmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum Oran (%)
Giris 2 15
Genel Bilgiler 14 30
Materyal ve Metod 2 35
Bulgular 9 10
Tartisma 1 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklar1 kabul ve beyan ederiz. 10 / 05/ 2019

Ars.Gor.Dt. Esra DURSUN Dr.Ogr.Uyesi Fatih SENGUL
Imza Imza

* Tez ile ilgili YOKTEZ de yaymlamasma ilisikin bir engelleme var ise asagidaki alam
doldurunuz.

[] Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii

Yonetim Kurulunun .../.../.... tarth ve ............. say1l1 karari ile teze erigim 2 (iki) yil siireyle
engellenmistir.

L] Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarihve ............. sayili karari ile teze erigim 6 (alt1)

ay stireyle engellenmistir.

58



EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU

Boliimii : Dekanlik

Servisi : Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
Sayt  :B.30.2.ATA.0.01.00/3 £

Konu : Etik Kurul Karar1

13.02.2019

Saymn:Ars.Gor.Dt.Esra DURSUN
Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dal

Degerlendirilmek iizere Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvuruda bulundugunuz
“Farkli Bor Cesitlerinin insan Dental Pulpa Kok Hiicresi Uzerindeki Sitotoksik Etkisi”
isimli bilimsel tez ¢aligmasina ait Kurul Karari ekte sunulmustur.

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galigmalar
igin Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Eki :
1 Adet Etik Kurul Karari

59



ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIK KURULU
KARAR
- ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
g. g = ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig
. =
= g = TELEFON +90 442 234 65 11
=1
i FAKS +90 442 236 09 68
E-POSTA atatipetikkurul@gmail.com
SORUMLU ARASTIRMACI -
UNVANI/ADI /SOSY ADI Ars.Gor.Dt.Esra DURSUN

Farkhh Bor Cesitlerinin Insan Dental Pulpa Kok Hiicresi

TN ACIK A Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Toplant1 Sayisi: 01 Karar No: 60 | Tarih: 13.02.2019
E Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtirmanin/calismanin gerekge, amag, yaklagim ve
=) yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve galismanin biitgesinin kendisi tarafindan karsilanmasi kosulu ile
é d yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.
Qo
§ ﬁ Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar igin Tiirkiye ilag ve
= Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.
Aragtirmaciya ¢alismalarinda bagarilar dileriz.
Prof.Dr. UYANIK Dog.Dr.Aysen@yAKSOY  Dog.Dr. v’ﬁ CAYIR

Dog.Dr.Atilla CA
%

Dr.Ogr.Uy Murat KAYABEKIR Emyah ] g gifETLIOGLU

Uye
A AYAAAMAAM T

60



