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OzZET

BiR FIBERLE GUGLENDIRILMIS BiR KOMPOZITIN YIRMi YAS
DiSINDEN iZOLE EDILEN PULPAL KOK HUCRELER
UZERINDEKI SITOTOKSISITESININ INCELENMESI

Zeliha Merve DEMIRAY
Yuksek Lisans Tezi, Kok Hiicre AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Basak YAZKAN

Mayis 2022, 47 Sayfa

Dental materyaller, klinik kullanima girmeden 6nce, materyalin adiz dokular
Uzerindeki potansiyel zararl etkileri, in vitro testlerle degerlendiriimeli ve sonrasinda
yapilacak hayvan deneylerinden elde edilecek sonuglarla, ilgili materyalin toksisitesi
tespit edilmelidir. Bu ¢alismada insan yirmi yas disi dental pulpasindan kok hiicre elde
edilerek farkh tip akiskan kompozit rezinlerin elde edilen kok hicreler Uzerindeki
sitotoksisitesinin arastiriimasi amaclanmistir.

Etik kurul onay! alindiktan sonra saglikh bir génulliden steril kosullar altinda
insan yirmi yas disi alinarak, pulpa dokusu ¢ikarilip eksplant metodu ile kiiltire edildi. Ug
pasajlamanin ardindan mezenkimal kok hucre tayini igin akim sitometri analizi yapildi.
Bununla birlikte, mezenkimal kdk hicreleri karakterize etmek amaciyla adipojenik,
kondrojenik ve osteojenik faklilagtirma deneyleri uygulandi. Akim sitometri analizi ve
farkhlastirma deneyleri sonucunda elde edilen kék hicrelerin mezenkimal kdk hilicre
oldugu belirlendi.

Fiberle glglendirilmis bir kompozit rezin, yiksek vizkoziteli bir akiskan kompozit
rezin ve duglk vizkoziteli bir akiskan kompozit rezinin materyal ekstraktlari elde edildi.
Dental pulpa kék hicreleri (DPKH), 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere hazirlanan materyal
ekstraktlarina maruz birakildi. Sitotoksiste degerlendirmesi BrdU test yontemiyle yapildi
ve hiicre canlilik yiizdeleri hesaplandi. istatistiksel degerlendirme tek yénlii ANOVA ve
post hoc Duncan testi kullanilarak yapildi (p <0.05).

Tdm inkdbasyon periyotlarinda ve tim seyreltme konsantrasyonlarinda hicre
canhlik degerlerinin; ylksek vizkoziteli akigskan kompozit> fiberle guclendirilmis
kompozit> disuk vizkoziteli akiskan kompozit sirasinda istatististiksel olarak anlamli
derecede azaldigi belirlenmistir (p<0.05).

Bu calismanin sonuglari dahilinde derin kavitelerde kaide olarak fiberle
glgclendirilmis kompozit rezinin disuk sitotoksisite géstermis olmasi nedeniyle klinikte
guvenle kullanilabilecegdi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sitotoksisite, Dental Pulpa Kok Huiicresi, Kok hiicre, Farklilagtirma

Bu galisma, Pamukkale Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinatérliigii
tarafindan (Proje no: 2020SABE025) desteklenmistir.
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ABSTRACT

EXAMINATION OF THE CYTOTOXICITY OF A FIBER-
REINFORCED COMPOSITE ON PULPAL STEM CELLS
ISOLATED FROM WISDOM TOOTH

Zeliha Merve DEMIRAY
M. Sc. Thesis in Stem Cell
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Basak YAZKAN

May 2022, 47 Pages

Dental materials, before entering clinical use, the potential harmful effects of the
material on oral tissues should be evaluated by in vitro tests, and then the toxicity of the
relevant material should be determined by the results of animal experiments to be
performed. In this study, it was aimed to investigate the cytotoxicity of different types of
flowable composite resins on stem cells obtained by stem cells from a human wisdom
tooth dental pulp.

After receiving the approval of the ethics committee, a human wisdom tooth was
taken from a healthy volunteer under sterile conditions, pulp tissue was removed and
cultured using the explant method. After three passages, flow cytometry analysis was
performed to determine mesenchymal stem cells. Adipogenic, chondrogenic, and
osteogenic differentiation experiments were performed to characterize mesenchymal
stem cells. As a result of flow cytometry analysis and differentiation experiments, it was
determined that the stem cells obtained were mesenchymal stem cells.

Material extracts of a fiber-reinforced composite resin, a high-viscosity flowable
composite resin and a low-viscosity flowable composite resin were obtained. Dental pulp
stem cells (DPKH) were exposed to the prepared material extracts for 24, 48 and 72
hours. Cytotoxicity assessment was done by BrdU test method and cell viability
percentages were calculated. Statistical evaluation was performed using one-way
ANOVA and post hoc Duncan test (p <0.05).

It was determined that the cell viability values decreased statistically significantly
at all incubation periods and at all dilution concentrations; high viscosity fluid composite>
fiber reinforced composite > low viscosity fluid composite (p<0.05).

Within the results of the present study, it can be said that fiber reinforced
composite resin can be safely used in the clinic as a base in deep cavities due to its low
cytotoxicity.

Keywords: Cytotoxicity, Dental pulp stem cell, Stem cell, Differentiation

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Fund (Project no: 2020SABE025).
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1. GIRIS

Dental materyaller, klinik kullanima girmeden ©Once, materyalin agiz dokulari
Uzerindeki potansiyel zararli etkileri, in vitro testlerle degerlendiriimeli ve daha
sonrasinda yapilacak hayvan deneylerinden elde edilecek sonuglarla, ilgili materyalin
toksisitesi tespit edilmelidir (Saraste ve Pulkki 2000). Hicre kultart ile yapilan
uygulamalar in vitro testlerdir ve siklikla tercih edilmektedir. Materyalin sitotoksisitesinin
tespit edilebilmesinde dogru veri elde edilebilmesi igin in vitro deneyler, hayvan deneyleri
ve klinik kullanim testleri birlikte uygulanmalidir. Hlcre kulturinde dental materyallerin
sitotoksisitesinin tespit edilmesinde elde edilmesinin kolay olmasi sebebiyle siklikla
tercih edilen kdk hiicreler dental pulpa kok hiicreleridir. Rutin tedavide ¢ekilen dislerin
kolaylikla kullanilabilir olmasi sebebiyle de etik kaygilar barindirmamaktadir.

Kompozit rezinlerin polimerizasyonunun tam gerceklesememesi nedeniyle salinan
artik monomerler, tedavinin uygulanmasini takiben tukiruk, dentin ve pulpada
saptanmistir (D’Alpino vd 2017). Bu monomerlerin pulpa dokusu ve oral mukozada
zararli etkilere yol agtigi bildirilmistir (Schmalz vd 2002). Artik monomer miktari az oldugu
icin bu materyallerin sistemik toksisite gelistirme riski ¢gok disik oldugu, bununla birlikte,
dentin kanallari ve sivisi vasitasiyla pulpa dokusuna diflize olan bilesenlerin
konsantrasyonunun lokal toksisite meydana getirebilecek dizeylerde oldugu
gOsterilmistir (Hamid vd 1998). Fiberle glglendirilmis kompozitler, derin kavitelerde
kompozit rezinlerin altinda uygulandiginda dentin dokusunun yerini alarak stres abzorbe
edici olarak gorev yapabilmektedir.

Gunumuzde, restoratif tedavi secenekleri belirlenirken dentin-pulpa kompleksinin
canlihgini devam ettirecek, bu kompleksin fonksiyonlarinda olumsuz etkilere yol
acmayacak biyouyumlu materyallerin kullaniimasi oldukga 6nem tagimaktadir. Restoratif
materyallerin sitotoksik etkilerinin bilinmesiyle birlikte, uygulanacak tedavilerde, insan
sagliginin korunmasi da gozetilerek biyouyumlulugu daha iyi olan materyaller 6n plana

cikacaktir.



1.1. Amag

Dis hekimliginde kullanilan restoratif materyaller konak dokularda sitotoksik etkiler
sergileyebilmektedir. Bir restoratif materyal gelistirilirken, dayanikhlik, estetik ve kullanim
kolayligi gibi 6zelliklerin yaninda biyouyumlulugu da dikkate alinmalidir (Hanks vd 1996).

Dental materyaller, klinik kullanima girmeden &énce, materyalin agiz dokulari
Uzerindeki potansiyel zararli etkileri, in vitro testlerle degerlendirimeli ve daha
sonrasinda yapilacak hayvan deneylerinden elde edilecek sonugclarla ilgili materyalin
toksisitesi tespit edilmelidir. Restoratif dis hekimliginde biyomateryallerin hizli gelisimleri,
bu materyallerin kontrolleri igin kullanilacak, glvenilir ve klinik sartlari olabildigince
simule edebilecek sitotoksisite degerlendirme testlerinin de gelistiriimesi zorunlulugunu
dogurmaktadir (Cao vd 2005).

Bu nedenle bu ¢calismada fiberle giclendirilmis bir akiskan kompozit rezinin yirmi yas
disinden izole edilen pulpal kék hicreler Uzerindeki sitotoksisitesinin, fiber takviyesi
olmayan disuk ve yuksek viskoziteli iki farkli akiskan kompozit rezinin sitotoksisitesi ile

karsilastirmali olarak degerlendiriimesi amaclanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kok Hiicreler

Kendini yenileme, farklilasabilme ve klon olusturma gibi nitelikleri olan 6zellesmemis
hicrelerdir. Kendini yenileme 6zelligi sayesinde kdk hiicre havuzunun sirekli olarak
glncel kalmasini saglayarak tikenmekten korur. Dokuyu olusturan farkh hicre tiplerine
farkhlasabildikleri igin yenileyici tip alaninda umut vaat eden pek ¢ok ¢alismaya kaynak
saglamaktadirlar. Kok hcreler farkhlasma potansiyelleri ve elde edildikleri kaynaklara
gore iki ana grupta incelebilir.

Yiksek farklilasma potansiyelinden disulk potansiyele dogru totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent kok hucreler olarak ayrilirlar.

Elde edildikleri kaynaga ya da bulunduklari yere gore ise embriyonik ve embriyonik

olmayan kok hicreler olarak iki ana grupta incelenirler (Erman 2018, Yazir 2018).

2.1.1. Mezenkimal kok hiicreler

Organlarin bag dokularinda bulunan multipotent 6zellikli erigskin kék hucreleridir.
Hematopoetik kok hiicrenin kesfinden kisa bir stire sonra Friedenstein ve arkadaslarinin
yaptigi bir calisma sonucu kemik iliginde hematopoetik olmayan bir éncu hiicre grubu
oldugu gosterilmistir. Kemik iligi ve stromal dokulardan kdken alarak c¢esitli uyaranlar
araciligl ile osteoblast, adiposit ve kondrosit gibi birden fazla hicre serisine
farklilasabilen fibrobroblast benzeri, in vitro ¢ogalabilen bu hucreler mezenkimal kok
hicre (MKH) olarak adlandiriimistir. MKH, yetiskin ve embriyonik bag dokularindan elde
edilerek pek c¢ok kok hlicre calismasinda Onemli arastirma konusu olarak ele
alinmaktadir (Can 2014, Eriz 2015).

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi (International Society of Cellular Therapy,

ISCT) tarafindan MKH tanimlanmasi igin birtakim kriterler belirlenmistir. In vitro
kosullarda plastik kilttr kaplarina yapigsma 6zelligi géstermesi, CD73, CD90, CD105 gibi
yuzey belirteglerini ifade ederken CD34, CD45, CD14, CD79a ve HLA-DR vb. gibi

belirtecleri ifade etmemeleri ve adiposit, kondrosit ve osteositlere farkhlasabilmesi MHK



karakterizasyonunda kullanilan en énemli g belirtegtir (Can 2014). Calismamizda 20

yas disi dis pulpasi MKH kaynagi olarak kullaniimistir.

2.2. Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Dental doku kaynakli kdk hiicreler pek ¢ok arastirmada kullaniimaktadir. Dis pulpasi
kok hicreleri (DPKH), sut disi kaynakl kok hicreler, periodental ligament kok hiicreleri,
dental folikil progenitor hcreleri, apikal papilla kék hicreleri ve st disi periodental
ligament hicreleri olmak Uzere alti farkh dental kék hicre tipi ayirt edilebilir (Erman
2018).

2.2.1. Dental pulpa kok hiicrelerinin genel 6zellikleri

Dis pulpasi, kron ve kok bélimlerinde disi tamamiyla cevreleyen dentin dokusu
icinde yer alan gevsek bag dokusudur. Poligonal, soluk ve buyik ¢ekirdekli hiicrelerdir.
Pulpa cevresindeki odontoblastlarla sinirlanir ve dentin kanallarina dogru uzantilari
vardir. Bu uzantilar nedeniyle dentin ve pulpa tek bir olusum gibi degerlendirilir.

Sit disi pulpasi ile kalici dis pulpasi birbirine benzer. St disi pulpasi kaynakli kdk
hicreler, dis kaynakh diger kok hicrelere kiyasla ylksek ¢ogalma aktivitesine sahiptir
(Can, 2014).

2.2.2. Dental pulpa kok hiicrelerinin immunofenotipik 6zellikleri

Mezenkimal kok hicreler icin ISCT 2005 yilinda, insan MKH’ larinin CD105, CD73,
CD90 antijenleri yénunden pozitif (+), CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a ve
HLA-DR yulzey antijenleri yoninden negatif (-) olmasi gerektigini dnermiglerdir. MKH’ ler
farkli biyolojik aktivitelere sahip olmasi ve ¢ok cesitli alt popllasyonlari olmasi nedeniyle
DPKH hucreleri belirlenen yuzey antijenlerinin farkl seviyelerde ifade edilmesine neden
olabilir (Erman, 2017).

2.2.3. Dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonu

DPKH’ lerin izolasyonu igin 2 temel metot tanimlanmistir: Eksplant metodu ve pulpa
dokusunun enzimatik parcalanmasi metodu. ilk metotta; pulpa dokusu cerrahi olarak
cikarilir ve hiicreler doku fragmentlerinden gelisir. ikinci metotta ise; dental pulpa

kollajenaz ve dispaz kullanilarak sindirilir, sonra hucreler ekilerek proliferasyonlari



gb6zlemlenir ve spesifik markerlarla akim sitometri ydontemi kullanilarak karakterizasyon
gerceklestirilir. Bugline kadar ¢ogalma kapasitesi, karyotip stabilitesi veya DPKH’ lerin
klinik kullanimi bakimindan digerlerinden daha ustun bir izolasyon teknigi bulunmamistir
fakat cogu protokol sistematik eksplantasyondan ziyade enzimatik sindirimi i¢erir (Ergen,
2017).

2.2.4. Dental pulpa kok hiicrelerinin kultiiri

Dental pulpa koék htcreleri ilk kez Gronthos ve ark. Tarafindan izole edilerek
karakterize edilmistir. Osteoblast 6nclisu olarak kabul edilen kemik ili§i stroma hticreleri
ile kiyaslanarak dental pulpa kék hicrelerinin koloni olusturdugu ve kolonideki hiicrelerin

fibroblast benzeri morfoloji gosterdigini gdzlemlemiglerdir (Gronthos vd, 2000).

2.3. Kok Hucrelerin Farkhlagtiriimasi

K&k hicre farklanmasi, islevsel hale gelme amaciyla olgunlasma sirecinde meydana
gelen bazi fenotipik ve biyokimyasal olaylarin bGitiniddr. Hdicrelerin  kendi
programlanmalari yéneliminde olacagi gibi gen ifadelerinin negatif ya da pozitif olarak
ybnlenmesi ile de ortaya ¢ikabilir (Can, 2014). In vivo ortamda hicrenin farklilagmasini
yonlendirmek amaciyla kosullu besi vyeri olusturularak ortama hedef hicreye

farklilasmay: tetikleyecek farkli bilesenler eklenebilir.

2.4. Dis Hekimliginde Kompozit Rezinler

Klinikte kullanilan kompozit rezinler 1960’1 yillarda Uretilmeye baglanmistir. Silikat ve
akrilik materyallere gore ustin mekanik 6zellikte olan, genlesme katsayilari dusuk,
asinmaya direncli ve klinik kullanim performanslari iyilestiriimekte olan materyaller olarak
kullanima sunulmustur.

Kompozit rezinler; organik polimer matriks, inorganik doldurucu pargaciklar ve silan
baglayici ajan olmak Uzere ¢ temel bilesenden olugur (Celik 2017).

Restorasyon i¢in secilen kompozit rezinin mikemmel mekanik 6zellikler gostermesi,
biyouyumlu olmasi, postoperatif hassasiyete yol agmamasi, disin yapisal butlinlaganad
korumasina olanak saglamasi istenmektedir. Bu 6zelliklerin saglanmasi icin kompozit

rezinler yillar icerisinde pek ¢ok degisiklige ugramistir. Kompozit rezin sistemlerdeki



gelismeler, materyalin her yonden mukemmel bir duruma gelmesini hedeflemektedir
(Hickel 2007, Celik 2017).

2.4.1. Fiberle gic¢lendirilmis kompozit rezinler

Klinik dig hekimliginde fiber takviyesini kullanma girisimi elli bes yildan daha uzun bir
suire o6nce baslamistir. 1960'larda ve 1970'lerde, arastirmacilar standart polimetil
metakrilat protezleri cam veya karbon fiberlerle glclendirmeye ¢alismiglardir. 1980'lerde,
benzer uygulamalar devam etmis ve implantlar, sabit protez restorasyonlari, ortodontik
tutucular, splintler, fiber postlar ve post endodontik restorasyonlar icin fiberlerin
guclendirilmesi icin fiber destekli protetik cergeveler Gretmek icin ilk cabalar gosterilmistir
(Schreiber 1974, Manley 1979, Deboer 1984, Grave 1985, Bjork 1986, Levenson 1986,
Malqguarti 1990, Freilich 2000).

Fiberle glclendirilmis kompozitler, rezin bir matris tarafindan bir arada tutulan fiber
malzemeden olusur. Fiberin tipine (cam, karbon veya polietilen fiber), fiberin yerlesim
mimarisine (AgJ, Tek Yonli, Orgl, Orgi, Leno Orgli) ve fiberin dahil edilme yéntemine
gbre (Preemprenye dis laboratuvarl) siniflandirilabilir. Fiber destekli materyaller,
asagidakiler gibi gesitli avantajlar sergiler:

1. GUcli mekanik dzelliklere sahiptirler.

2. Metallerle karsilastirildiginda, asindirici olmama, yari saydamlik, iyi yapisma
Ozellikleri ve onarim kolayligi gibi birgok baska avantaj sunarlar.

3. Fiber destekli kompozitler Ustin mekanik 6zellikleri, derin ve genis kavitelerin
restorasyonunda Ust restorastif materyalin altinda uygulanmak (zere en ideal
materyallerden biridir.

4. Fiberle guglendirilmis kompozitler 4-5 mm'ye kadar polimerize edilebilir.

5. Fiberle guglendiriimis kompozit restorasyonlar, geleneksel restoratif dis
hekimligine minimal invaziv, disik maliyetli bir alternatif sunarlar.

6. Fiberle guclendiriimis kompozit restorasyonlar, restore edilmis bir diste c¢atlak
yayllmasini 6nleyebilir.

7. Ayrica protezlerin, ortodontik tutucularin onarimi ve guglendiriimesinde ve estetik

Ozel yapim post ve korlarin saglanmasinda basarili sonuglar sunmaktadir.

Bununla birlikte Fiber ile desteklenmis kompozitler bazi dezavantajlara da sahiptir.
Bunlar;

1. Fiberle gulglendiriimis kompozit restorasyonlarda en sik yasanan problemler
kompozit veneerin asinmasi ve ikincil ¢lrlkler nedeniyle olusan kiriklar ve oklizal

asinmadir.



2. Fiber destekli kompozitlerin mekanik 6zellikleri hidrolitik yaslandirma sonrasinda
azalmaktadir.

Fiberle guclendiriimis kompozitler (FRC'ler) tg farkl bilesene sahiptir: organik matris
(surekli faz), lifler (dagilmis faz) ve aradaki bolge (interfaz). FRC malzemeleri, ylksek
sertlik ve dayaniklihk sunar. FRC'ler uzun sidredir ¢esitli mihendislik ve biyomedikal
alanlarda sayisiz uygulama igin kullanilmaktadir. Karbon, poliaramid, polietilen ve cam
bazli FRC'ler buytuk dl¢ide incelenmistir ve hepsinin arasinda, ¢esitli bilesimlerdeki cam
elyaflar, restoratif ve prostetik materyaller olarak daha yaygin olarak uygulanmaktadir
(Seeman vd 2015, Tanner vd 2018).

FRC'ler, kirilma toklugu, basin¢g dayanimi, yuk tasima kapasitesi (Agraval ve Mala
2014), egilme dayanimi (Cacciafesta vd 2007), yorulma direnci (Foek vd 2013), kirilma
dayanimi (Kumbuloglu vd 2008) gibi mekanik 6zelliklere 6zel vurgu yapilarak yogun bir

sekilde arastiriimigtir.

2.5. Restoratif Materyallerde Biyouyumluluk

Dis hekimliginde kullanilan rezin esash dental materyaller, polimerizasyon
surecinin tamamlanmamasina bagli olarak konak ve g¢evre dokularda sitotoksik etki
gOsterebilmektedir. Bir restoratif materyal gelistirilirken, dayanikllik, estetik ve kullanim
kolaylhigi gibi 6zelliklerinin yaninda biyouyumlulugu da dikkate alinmalidir (Hanks vd
1996).

Dental materyaller, klinik kullanima girmeden 6nce, materyalin adiz dokulari
Uzerindeki potansiyel zararli etkileri, in vitro testlerle degerlendiriimeli ve daha
sonrasinda yapilacak hayvan deneylerinden elde edilecek sonugclarla, ilgili materyalin
toksisitesi tespit edilmelidir (Saraste ve Pulkki 2000). Restoratif dis hekimliginde
biyomateryallerin hizli gelisimleri, bu materyallerin kontrolleri i¢in kullanilacak, guvenilir
ve klinik sartlari olabildigince simule edebilecek sitotoksisite degerlendirme testlerinin de

gelistiriimesi zorunlulugunu dogurmaktadir (Wataha 2001).



2.5.1. Sitotoksisite

Sitotoksisite, bir maddenin hicrenin temel organellerinde olusturdugu yikim
olarak tanimlanabilir. Hucre sayisi ve canlihginin degerlendirildigi sitotoksisite testleri
biyouyumlulugun aragtiriimasinda yaygin olarak kullanilir. Sitotoksisite testlerinin temeli,
hucrenin bir materyale kargi sergiledigi canlilik belirtilerine dayanir. Canlilik, hicrelerin
yasamini sturdirmeleri ve Gremelerini devam ettirebilmeleri olarak tanimlanir. Sitotoksik
etkilerin degerlendirimesinde ¢ok sayida test yontemi bulunur ve bunlarin arasindan

uygun test yonteminin secilmesi en énemli asamadir (Hanks vd 1991, Hanks vd 1996).

2.5.2. Sitotoksisite degerlendirme yontemleri

in vitro sitotoksisite testlerinin amaci, materyalin  vicut dokularina
uygulandiginda, dokular tarafindan verilen reaksiyonlarin, laboratuvar sartlarinda
belirlenmesidir (Hanks vd 1996). Restoratif materyallerin sebep oldugu biyolojik etkileri
Olcen in vivo testlerin sahip oldugu kisitlamalari asmak i¢in pek ¢ok in vitro metot
geligtirilmistir.
Sitotoksisite degerlendirme ydntemleri dort baglikta irdelenebilir. Bunlar;
e Canhlk (viability) degerlendiren testler: kisa ddénemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkileri gézlemlenir.
e Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun ddénemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkileri gozlemlenir.
e Hucre proliferasyonunu degerlendiren testler
e Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri (Freshney 2005, Murray vd 2007,
Tokur ve Aksoy 2017, Aslantirk 2017).

2.6. Hipotez

Bu galismanin hipotezi:
H.: Fiberle guglendirilmis bir akigkan kompozit rezinin yirmi yas disinden izole edilen
pulpal kdk hicreler Uzerindeki sitotoksisitesi ile fiber takviyesi olmayan disuk ve yuksek

viskoziteli iki farkli akiskan kompozit rezinin sitotoksisitesi arasinda fark vardir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1. insan Dig Pulpasi Kaynakli Kék Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Pamukkale Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi Agiz ve Cene Cerrahisi
Kliniginden, 18 yas Uzeri gonilliden onam alinarak 20 yas disi temin edildi. Cekimi
dikkatle gerceklestirilen disin  zedelenmedigi ve c¢lrik barindirmadigi
g6zlemlenmistir. Daha sonra, kron icerisinde kalan pulpa dokusuna zarar verilimeden
mine- sement sinirinda meziodistal yénde yivler acilarak dis ayrilmadan 50 ml
fosfatla tamponlanmis tuz gozeltisi (PBS) igerisinde Pamukkale Universitesi Tip
Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Hicre Kiltlrt Laboratuvarina yarim
saat icerisinde tasinmistir. Steril kabin igerisinde agiimis yivler yoninde doku makasi
ile 2" ye ayrilarak 450 cc DMEM+ 50 cc FBS+ 5.5 cc Penisilin streptomisin iceren
besi yeri icinde dis pulpasi steril bistlri ucu ile kazinarak besi yeri icine ¢ikariimistir.
Explant kaltlr ydntemi ile pulpa dokusu 1x1x1 mm pargalara ayrilarak 10 ml besi yeri
icerisinde 15 mr’lik falkon tipe aktarilarak 1500 x rpm’ de 5 dk santrifij edilmis ve
pellet olusmasi saglanmistir.

Bu esnada 3 ayri petri kabina 10 ml besi yeri konularak plastik ylzeyli petriler
hazirlandi. Santriflj sonrasi Ustte kalan kismin (supernatant) 7 ml'lik kismi atilarak
pellet pastor pipeti yardimiyla 3 ml besi yeri igerisinde pipetaj ile homojenize edildi.
10 ml besi yeri igceren 3 ayri petri kabina 1’ er ml olmak Uzere paylastirildi. Petriler
etiketlenerek 37 °C’de %5 COZ2’e sahip nemli ortamda inkube edildi. 3 gunde bir
petriler kontrol edildi. 7. Glnde yuzeye tutunan htcreler gorilen petri kabi muhafaza
edilerek Ureme olmayan petri kaplari imha edildi. Buyime gorilen petri kabinin besi
yeri degistirildi ve 3 gunde bir besi yeri degistirimeye devam edildi. Hucreler %80
konfluensiye ulastiginda petrideki besi yeri ¢ekilerek 1.pasaj islemi yapildi. 2 ml
tripsin ile 37 © C' de 5 dk inkube edildi. Tum hucrelerin ylzeyden ayrildigi
g6zlemlendi. Tripsini inhibe etmek amaciyla 6 ml besi yeri ilave edildi ve 15 ml’ lik
falkon tupe aktarilarak 1500 x rpom’ de 5 dk santrifij edildi. Stpernatant atilarak 4 mi
besi yeri eklendi ve pipetaj ile homojenize edilerek 2 adet 8 ml besi yeri eklenmis 25

cm? doku kultlr flasklarina 2’ser ml olarak paylastirildi ve inkiibe edildi. Hiicrelerin 5.
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giinde %90 konfluensiye ulastigi gézlemlendi. 2 adet %90 konflue 25 cm?lik flask, 6
adet 75 cm?lik flaska ekilerek 2. pasajlama yapildi. 7. glin sonunda %80- 90 konflue
olan 6 flaskin ikisinde bulunan hicreler P, asamasinda %10 DMSO iceren besi yeri
ile kriyotlplere aktarilarak -80 °C’ de donduruldu. Kalan 4 flaskin her biri 6 ayri 75
cm?lik flasklara ekilerek 3.kez pasajlandi.7. giin sonunda %80- 90 konflue olan 6
flaskin besi Pz agsamasinda %10 DMSO igeren besi yeri ile kriyottplere aktarilarak -
80 °C’ de donduruldu. Kalan 1 flasktaki hicreler akim sitometri analizi igin gerekli

islemlere tabi tutuldu.

3.2.  Akim Sitometri ile insan Dis Pulpa MKH Karakterizasyonu

Dis pulpasi kdk hiicreleri analiz icin yeterli buyuklige ulastiktan sonra fenotipik
Ozelliklerini strdirmeye devam ettiklerini dogrulamak amaciyla farkhlastirimamis
kok hucrelere akim sitometri analizi uygulandi. 3. pasaj sonunda kok hucreler
bulunduklari 75 cm?lik flasklardan tripsinizasyon yontemiyle kaldirildi ve 1 kez %10
FBS igeren besi yeri ile yikandi. Sonrasinda Ca?* ve %10 FBS igeren PBS ile 1 kez
yikandi. Hicre sayimi yapilarak hicre sayisi belirlendikten sonra PBS igerisinde
homojenize edilen hicrelere izosiyonat (FITC/ CD73), fikoeritin (PE/ CD90) ve
fikoeritrinsiyanin 7 (PC7/ CD34) ve uygun izotip kontrollerinden S’er ul eklendi. Oda
sicakhdinda 40 dakika inkube edilerek hicreler %0,1 sodyum azid iceren PBS
eklenerek 500g’de 5 dk santrif(ij edildi. Santriflij sonrasi slipernatant atilarak pellet
500 pl hiicre yikama sollsyonu eklenerek ayni sekilde santriflj edildi ve stpernatant
atildi. Pellete 500 pl yikama sollisyonu eklenerek homojenize edildi ve hicre
suispansiyonu NaviosEx akim sitometri cihazinda okutuldu. Analizi Beckman Coulter

NaviosEx software 2.0 programi ile gergeklestirildi.

3.3.  Farkhlagma Testleri

3.3.1. Osteojenik farkhlagma

20 yas dis pulpasindan izole edilen MKH’' lerin osteojenik farkhlagmalarini
degerlendirmek igin hicreler, osteojenik farklilagsma besi yerinde ve kontroller normal
besi yerinde kultlr edildi. MKH’ler 12 kuyucuklu kilttr kaplarina ekildi. 24 saat sonra
hicrelerin ylizeye tutundugu gézlemlendi. Hicreler, 100 nM deksametazon, 0,05 pM

ascorbate-2-phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin/ streptomisin ve %10
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FBS iceren MEM besi yerinde %5 CO. inkiibatériinde 4 hafta siresince haftada iki kez
besi yeri degistirilerek kultire edildi. Farklilagsma suresi sonunda hicreler Alizarin Red

ile boyandi ve faz kontrast mikroskobu ile gdrtinttlenerek fotograflandi.

3.3.2. Adipojenik farklilagsma

20 yas dis pulpasindan izole edilen MKH’ lerin adipojenik farklilagsmalarini
degerlendirmek igin hicreler, adipojenik farklilagsma besi yerinde ve kontroller normal
besi yerinde kultlr edildi. MKH’ler 12 kuyucuklu kilttr kaplarina ekildi. 24 saat sonra
hicrelerin yluzeye tutundugu gézlemlendi. Hicreler 4 hafta boyunca %10 FBS, 0,5 mM
isobutyl-methylxanthine, 10® M deksametazon, 10 yg/ml insulin, 200 yuM indomethacin
ve %1 penisilin/ streptomisin eklentili MEM besi yerinde kiltlire edildi. 4 haftanin
sonunda Oil Red boyasi ile boyanarak hicre icindeki lipit damlaciklari faz kontrast

mikroskobu altinda incelendi.

3.3.3. Kondrojenik farklhilagma

20 yas dis pulpasindan izole edilen MKH’ lerin kondrojenik farkhlagmalarini
degerlendirmek icin hlcreler, kondrojenik farklilagsma besi yerinde ve kontroller normal
besi yerinde kulttr edildi. MKH’ ler 12 kuyucuklu kiltlr kaplarina ekildi. 24 saat sonra
hicrelerin ylzeye tutundugu gézlemlendi. Hicreler 3 hafta boyunca %10 FBS, 10 ng/ml
TGF-B1, 50 ug/ml askorbat-2- fosfat, 0,5 yM deksametazon, 100 pg/ml sodyum piruvat,
40 pg/ml prolin, 50 mg/ml ITS premiks ve %1 penisilin/streptomisin eklentili MEM besi
yerinde kulture edildi. 3 haftanin sonunda kuyucuklarda bulunan hicreler Alsian mavisi

ile boyanarak mikroskopik olarak incelendi.

3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Grup 1: Fiberle guglendiriimis akiskan kompozit rezin (Everx Flow, GC, Japonya)
ekstrakti uygulanmis DPKH

Grup 2: Dusuk vizkoziteli akigkan kompozit rezin (Clearfil Majesty Flow, Kuraray,

Japonya) ekstrakti uygulanmis DPKH
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Grup 3: Yuksek vizkoziteli akiskan kompozit rezin (Ganeial Universal Injectable, GC,
Japonya)ekstrakti uygulanmis DPKH

Grup 4: Pozitif Kontrol grubu (Materyal ekstrakti icermeyen (bos) DPKH kultir ortami)

Grup 5: Negatif Kontrol grubu (Etil Alkol uygulanmis DPKH)

3.5. Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi

Ekstrakt testi icin 5 mm capinda ve 2 mm kalinhiginda drnekler aseptik kosullarda,
laminar akim hdcre kiltlr kabini icerisinde, teflon kalip kullanilarak hazirlandi (Sekil 3.5).
Hazirlanan 6rnekler polimerizasyonun tamamlanmasini takiben igerisinde 14 ml hicre
kaltdr ortami bulunan 50 mllik falkon tuplere aktarildi. Bodylelikle ISO 10993-12
(International Standard ISO 10993- 12: 2007, Biological evaluation of medical devices-
part 12: sample preparation and reference materials) standartlarina da uygun olacak
sekilde materyal ylzey alani (cm?) ile hiicre kiltir ortami (ml) orani 92,4 elde edilmesi
amaglandi. Falkon tlpler ekstrakt eldesi igin 24 saat boyunca 37°C’de %5 CO; igeren
inkUbatorde bekletildi. 24 saatlik sirenin ardindan elde edilen ekstrakt ortami 0,22 ym’lik
siringa filtre ile stuzulerek yeni bir falkon tipe aktarildi. Ekstraktlar kullanim zamanina
kadar +4 °C’'de muhafaza edildi. Kullanilan restoratif materyallere iliskin Lot, Uretici firma

ve kimyasal icerik Tablo 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.5. Ekstrakt testi materyalleri
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Tablo 3. 1. Kullanilan restoratif materyallere iliskin LOT, Uretici firma ve kimyasal igcerik

bilgisi.
MATERYAL/ LOT
NUMARASI/ URETICI TiPi ICERIGI
FIRMASI
G-aenial Injectable Flow / Yiiksek UDMA, Bis-MEPP, TEGDMA,
1900920B / GC,Tokyo, vizkoziteli pigment, foto baslatici, agirlikca
Japonya akiskan %69, hacimce %50; Silikon
kompozit dioksit, stronsiyum, cam (10-
200 nm).
Ever X Flow /1911011 / GC, Fiberle Bis-EMA, TEGDMA, UDMA,
Tokyo, Japonya gUglendirilmis | Cam fiber doldurucular, Baryum
akigkan cam, agirlik¢a %70, hacimce
kompozit %46 doldurucu
Clearfil Majesty Flow / 210025 Dusuk Silanli baryum cam dolgu
/ Kuraray, Tokyo, Japonya vizkoziteli maddeleri, silanl koloidal silika
akiskan hacimce %62, trietilen
kompozit glikoldimetakrilat (TEGDMA),
hidrofobik aromatik dimetakrilat

3.6. Materyal Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Her kuyucukta 1 ml kiltir ortami iginde 1x10° hiicre igeren hiicre siispansiyonu

hazirlanarak 96 kuyucuklu hucre kulturi kabina aktarildi. Daha sonra plaka Uzerine
hicre, materyal adlari ve dilisyonlari yazilarak 24 saat boyunca 37°C’de %5 COZ2’li
ortamda hicreler standart besi yerinde inkibe edildi. Hazirlanan stok ekstrakt
solisyonundan (1:1) kdltdr ortami ile 1:2, 1:4, 1:8 konsantrasyonunda ekstraktlar
hazirlandi. Hicre kdiltlrlerinin  kdltdr ortami 24 saat sonra uzaklastirilarak her
konsantrasyondan 1 ml materyal ekstrakti iceren kilttr ortami ilave edildi. Pozitif kontrol
grubu olarak hicrelere yalnizca standart kiltir ortami uygulandi. Negatif kontrol grubu

olarak ise; etil alkol uygulandi.

3.7.  Canlilik Testinin Uygulamasi

Deneyler igin ¢calisma ve kontrol gruplarina ait materyaller uygulanmadan énce %
100 canh tek hlcre suspansiyonundan alinan pulpa kok hicreleri 24, 48 ve 72 saatlik
her bir test igin kuyucuk basina 75 000 hticre olacak sekilde DMEM kdiltlr ortami iceren

96 kuyucuklu kultir kabina hlcreler ekildi ve 24 saat yluzeye tutunmasi beklendi.
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Daha sonra calisma ve kontrol materyalleri ekstrakt testi metodu igin materyal
ekstraktlar dilie edilerek yukarida anlatilan sekillerde yerlestirilerek kuyucuklar igindeki
hicreler Uzerine uygulanarak ve 24, 48 ile 72 saatlik surelerle inkiibatdr ortaminda
tutuldu.

3.7.1. BrdU Canlilik Testi Uygulamasi

BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine), bir timidin analogudur ve spesifik olarak DNA
sarmalina entegre olabilir. DNA sentezleyen hiicreler (hiicre donglsinin S-fazinda)
BrdU'yu DNA'ya dahil eder. Anti-BrdU'ya 6zgl antikorlar daha sonra BrdU'ya maruz
kalma sirasinda DNA sentezine giren hicreleri tanimlamak icin kullanilabilir.
Calismamizda BioVision BrdU Hucre Canlilik testi (Catalog # K306-200) kullanilarak
canlilik testi gerceklestirildi.

Oncelikle deneyi eksiksiz bir sekilde gerceklestirebilmek amaciyla gerekli olan tiim
malzemeler steril kosullarda, hazirlama prosedurlerine uygun sekilde laminar akim
kabininde gerceklestrildi. Kit icerisinde bulunan 1000x konsantre BrdU soliisyonundan
10x derisimde 1650 pl stok solisyon hazirlandi. 300x konsantre BrdU Detection
Antibody (BrdUDA) sollisyonundan 1x derisimde 15 ml BrdUDA hazirlandi. 2000x
konsantrasyonda bulunan Anti-mouse HRP linked Antiody (AhrpA) kullanilarak 1x
derisimde 16 ml AhrpA solusyonu hazirlandi. 10x konsantrayonda bulunan yikama
preparatindan 1x derisimde 270 ml yikama sollisyonu hazirlandi. Tim hazirliklar
tamamlandiktan sonra deney protokold, kit icerinde bulunan yénergeler takip edilerek
sirasiyla gergeklestirildi.

Deneyin 0. gununde hucreler, 24, 48 ve 72 saat takip edilecegi icin 3 adet 96
kuyucuklu hicre kaltur kaplarina her bir kuyucukta 75 000 hicre olacak sekilde ekildi ve
her bir kultur kabi takip edilecegi streyi gostermek amaciyla etiketlendi. Hucreler 24 saat
boyunca inkibasyona birakildi.

Deneyin 1. guninde hucrelerin kaltir kabi yizeyine tutundugu goérildu. Deneyin 2.
gununde hucrelerin her bir kuyucukta %50- 60 konfluensiye ulastigi goéruldu. Kaltar
kabinda bulunan hiicreler Resim 1’ de goruldigu sekilde kontrol soltisyonlari ve gerekli
dilisyonlardaki ekstrakt sollisyonlar eklenerek 24, 48 ve 72 saatlik takibe alindi. Pozitif
kontrol olarak %10 FBS ve %1 penisilin iceren DMEM, negatif kontrol olarak da %98 etil
alkol kullanildi. (Alkoliin uguculugu g6z dninde bulundurularak negatif kontrol grubu olan
kuyucuklara her gun etil alkol eklemesi yapildi.) Deneyin 3. gininde 24 saatlik, 4. ginde
48 saatlik ve 5. glinde 72 saatlik takip sonunda degerlendirilecek olan kultir kabi

inkiibasyondan alinarak BrdU degerlendirmesi icin prosedurler gerceklestirildi.
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Sekil 3.7.1. Hiicre kiltir kabinda materyallerin siralamasi (WEB_1)

Sirasiyla BrdU protokolu:

10x stok hazirlanan BrdU solusyonundan 1x olacak sekilde her bir kuyucuga 11
Ml eklendi ve 2 saat inkubatdrde bekletildi. 2 saatin sonunda kuyucuklarda
bulunan tiim besi yeri ¢ekildi.

100 ul fixing/denaturing sollisyonu eklendi ve 30 dk oda sicakhdinda bekletildi.
30 dk sonunda solusyon cekildi.

100 ul BrdUDA solisyonu eklendi ve kiltir kabi 10 dk araliklarla hafif¢e
sallanarak 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. 1 saat sonunda sollisyon
cekildi.

Her bir kuyucuk 300 pl yikama solisyonu ile 2 kez yikandi. Ardindan 100 pl
AhrpA solisyonu eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletildi ve sure sonunda
solUsyon c¢ekildi.

Her bir kuyucuk 300 pl yikma solisyonu ile 3 kez yikandi.

Tum siire¢ sonunda absorbans okuma igin gerekli islemlere gecildi. Orneklerin

olusan renk degisimi, ELISA plak okuyucusu (EIx808, Bio-Tek Instruments; Vermont,

Amerika) kullanilarak absorbans(450 nm ve 650 nm) o6c¢cUmine dayal sekilde

degerlendirildi (Resim 2).

100 pl TMB solusyonu eklenip 10 dk aliminyum folyo kapatilarak karanhk

ortamda bekletildi ve dncelikle 650 nm dalga boyunda okuma gerceklestirildi.
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e ik okuma gerceklestikten hemen sonra renk degisimini durdurucu sollisyon
eklenerek 450 nm dalga boyunda okuma gercgeklestirildi.
e Ekstrakt materyalleri uygulanmayan kontrol grubundaki hicrelerin gogalmasi

%100 olarak kabul edilmis ve deney gruplarinin gogalma oranlari yuzde olarak

ifade edilmistir.

Sekil 3.7.2. Orneklerin absorbans okumasinin yapildigi Elisa cihazi

3.8. istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz SPSS 25.0 yazilimi (IBM SPSS Statistics 25 yazilimi, Armonk, NY:
IBM Corp) kullanilarak yapildi. Surekli degiskenler ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Verilerin normalligini test etmek icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. Bagimsiz
grup karsilastirmalari icin tek yonli ANOVA testi, ikili karsilastirmalar igin post hoc

Duncan testi kullanildi. P <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akim Sitometri Bulgulari

Yirmi yas disi pulpasindan edilen Mezenkimal Kok Hucrelerin Akim sitometri analizi
sonuglarina gére CD90 ve CD73’Un sirasi ile %96.76 ve %99.92 pozitif, CD34’ Un ise %
0.08 pozitif oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

DPKH 20 2021-06-25 DPKH 20 2021-06-25 001 DPKH 20 2021-06-25 001 DPKH 20 [ngé i06-25 001
001 [MSC] [MSC) P =
[Ungated] o | [6:0008] | T Teeooey ] g+ _]_m: 98.55%
_ 1030 196.76%| 2 99.92% ’ - et
2 10 ¢ 10 SR v
4 i v
: g = £
L~ o 1o o o 104
a =g r ~ é B :a) 8 <|--
MsC: 17.31%] w16-J ) 10° )
H--: : ) f+-: 0.00%
: [G+-: 0.00% 0.00% H+-: 0.00% —
100 100 100 10 . e 10r 0 10¢ 10° it 10 100 o 1w 0 100 10
CD73 FITC D34 PC7 D34 PC7 CD90 PE

Sekil 4.1. insan DPKH akim sitometri ile immiinofenotiplendirilmesi

4.2.  Farklilagtirma Testleri Bulgulari

Mezenkimal kok hicreler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik indikleyici besi

yerlerinde inkibe edilerek sirasiyla farklilagsmalari incelenmisgtir.

4.2.1. Osteojenik besi yeri kullanilarak farkhlagmanin indiiklenmesi

Hucreler osteojenik besi yeri ile inklibe edildikten sonra hicre proliferasyonunda
anlamli degisiklik saptanmadi. Hicrelerin standart dongude prolifere olmaya devam
ettigi gézlemlendi. 14 ila 15. ginde hiicrelerde morfolojik degisimler gdzlendi. 4 haftanin
sonunda hucreler alizarin red boyasi ile boyanarak faz kontrast mikroskop altinda
incelendi. Degerlendirmeler sonucunda osteojenik farklilagmanin basarili bir sekilde
gercgeklestigi goruldu (Sekil 4.2.1).
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e p S ‘ s .
Standart besi yeri uygulanmis DPKH’lerde kontrol gruplari (a1, a2),

Sekil 4.2.1.
Osteojenik indlUksiyon besi yeri ile farklilastirlan DPKH’lerin Alizarin red boyama ile

gOsterimi (b1, b2). Mikroskop buyutmesi 10x.

4.2.2. Kondrojenik Besi Yeri Kullanilarak Farklilagsmanin indiiklenmesi

Hucreler kondrojenik besi yeri ile inklbe edildikten sonra hlicrelerin standart dongude
prolifere olmaya devam ettigi gézlemlendi. 10. ginde hucrelerde morfolojik degisimler
g06zlendi. 3 haftanin sonunda hicreler alsian mavisi ile boyanarak faz kontrast mikroskop
altinda incelendi. Degerlendirmeler sonucunda kondrojenik farklilagsmanin basaril

sekilde gergeklestigi gorildi (Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.2. Standart besi yeri uygulanmig DPKH’lerde kontrol gruplari (c1, c2),
Kondrojenik indiksiyon besi yeri ile farkhlastirilan DPKH’lerinAlsian mavi boyama ile
gOsterimi (d1, d2). Mikroskop buyutmesi 10x.

4.2.3. Adipojenik besi yeri kullanilarak farklilagmanin indiiklenmesi

Hucrelerin adipojenik besi yeri ile inklibe edildikten sonra standart dénglde prolifere
olmaya devam ettigi gdézlemlendi. 14. glinde hlicrelerde morfolojik degisimler gézlendi.
4 haftanin sonunda hucreler oil red ile boyanarak faz kontrast mikroskop altinda
incelendi. Degerlendirmeler sonucunda adipojenik farklilagmanin basarili sekilde
gercgeklestigi goruldu (Resim 5).
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Sekil 4.2.3. Standart besi yeri uygulanmig DPKH’ lerde kontrol gruplari (e1, e2),
Adipojenik indiksiyon besi yeri ile farkhlastirilan DPKH’lerin Oil red boyama ile
gosterimi (f1, f2). Mikroskop buyttmesi 10x.

4.3. Sitotoksisite Analizi Bulgulan

Akim sitometri analizi ile mezenkimal kok hicre oldugunu teyit ettigimiz hicreler
sitotoksisite testine tabi tutuldu.

Ornekler 24, 48 ve 72 saat 37°C’de %5 CO;igeren ortamda inkiibasyona birakilarak,
bu slreler sonunda sitotoksik etkilerin degerlendiriimesi yapildi.

24 saat, 48 saat ve 72 saat inklibasyon periyodlarindan sonra her bir seyreltme
konsantrasyonunda her grup icin dental pulpa kok hucrelerinin yizde canhhdinin
ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.1' de sunulmustur.

Tim inklbasyon periyotlarinda (24h, 48h ve 72h), tim seyreltme
konsantrasyonlarinda (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) hicre canlilik degerlerinin; Grup 3 (yuksek
vizkoziteli akiskan kompozit rezin)> Grup 1 (fiberle glglendiriimis akiskan kompozit
rezin)> Grup 2 (dusuk vizkoziteli akiskan kompozit rezin) sirasinda istatististiksel olarak

anlaml derecede azaldigi belirlenmistir (p<0.05).
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24 ve 48 saatlik inklibasyon periyotlarindan sonra yuksek vizkoziteli akiskan
kompozit ve fiberle guglendiriimis akiskan kompozit, pozitif kontrol (htcre kultura) ile ayni
hucre canlilik ylzdesini (%100) gostermistir (p=1.000).

Tdm calisma gruplari, tim seyreltme konsantrasyonlarinda ve tim inkidbasyon
zamanlarinda %70'in Uzerinde hucre canlhigi sergilemistir (Tablo 4.1).

Test edilen materyallerin seyreltme konsantrasyonuna bagl etkisinin sonuglarinda,
tim inkibasyon sulrelerinden sonra (24h, 48h ve 72h), tim gruplarda seyreltme
konsantrasyonu azaldikga hlicre canlihik degerlerinin istatistiksel olarak anlamli
derecede artigi belirlenmistir (Tablo 4.1, p < 0,05). Bununla birlikte, test edilen
materyallerin inkiibasyon periyoduna bagh etkisi sonuglarinda, tim gruplarda belirli bir
konsantrasyonda farkli inkiibasyon surelerinden elde edilen degerler arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu belirlendi (Tablo 4.1, p < 0,05).
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Tablo 4.1. 24 saat, 48 saat ve 72 saatllik inklibasyon periyotlarindan sonra her bir
seyreltme konsantrasyonunda her grup i¢in kdk hiicrelerinin ylizde canliiginin ortalama
ve standart sapma degerleri.

DILUSYON SUBGRUPLARI

oLcUm

1:1

1:2

1:4

1:8

GRUP ZAMANI (Mean *SD) (Mean *SD) (Mean *SD) (Mean * SD) P
24 saat 82.3%0.12 88.2+0.07 100.9+0.11 102.6 £0.08 0.0001
48 saat 75.8+0.11 77.5+0.12 97.4+0.13 98.3+0.16 0.0001
1 72saat 729%0.14 74.9+0.14 78.6 +0.16 93.7+0.13 0.0001
p* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
24 saat 71.3+0.13 78.2+0.10 90.7 £ 0.14 96.6 + 0.07 0.0001
48 saat 73.7+0.14 725+0.14 87.8+0.13 88.6 £ 0.14 0.0001
2 72saat 71.8%0.18 73.9+0.12 79.6 £0.13 82.7 +0.17 0.0001
p* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
24 saat  95.3+0.11 96.3+0.15 100.6 £+0.12 101.7+0.10 0.0001
48 saat 90.5+0.15 90.3+0.12 92.8+0.15 98.7 £ 0.15 0.0001
3 72saat 87.1+0.13 91.1+£0.13 94.9+ 0.17 95.2+0.12 0.0001
p* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
24 saat 100z0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 1.000
48saat 1000 100+ 0 100+ 0 100+ 0 1.000
4 72saat 100zx0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 1.000
p* 1.000 1.000 1.000 1.000
24 saat 6.2+0.07 6.2 +0.07 6.2 +0.07 6.2 +0.07 0.0001
48 saat 2.9+0.09 2.9+0.09 2.9+0.09 2.9+0.09 0.0001
5 72 saat 0.2+0.06 0.2 £0.06 0.2+0.06 0.2+0.06 0.0001
p* 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

* Tek yonli ANOVA, Post hoc Duncan, p<0.05.

* 1: Fiberle gli¢lendiriimis akiskan kompozit rezin, 2: Disuk vizkoziteli akiskan kompozit
rezin, 3: YUksek vizkoziteli akiskan kompozit rezin, 4: Pozitif Kontrol, 5: Negatif Kontrol
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5. TARTISMA

Yakin dénemde rejeneretif tip ve doku muhendisligi alaninda kok hiicre ¢alismalari
populer hale gelmistir ve bu alandaki ¢alisma sayisi her gecen gin artmaktadir. Kok
hicrenin tercih edilmesindeki sebep, kendini yenileme ve Ozellesmis dokulara
farklilasabilme yeteneginin olmasi ve ayni zamanda bagisiklik sistemini dizenleyici
etkiye sahip olmalaridir. Kok hucreler pek ¢ok kaynaktan elde edilebilir ancak bu
kaynaklara gore degisen yontemlerle izole edilerek kulture edilir. DPKH ilk kez 2000
yilinda Gronthos ve arkadaslari tarafindan izole edilmistir. DPKH'’ nin, kemik iligi kaynakh
MKH’ ler ile benzer sekilde plastik ylizeye yapisabilen ve koloni olusturabilen hiicreler
oldugu gdsterilmistir (Gronthos vd 2000).

Dental pulpa kok hicresi kullaniminin en buyuk avantajlarindan biri herhangi ilave
bir cerrahi islem gerektirmeden Uretilebilmeleridir. DPKH izolasyonunda eksplant ve
enzimatik parcalama metotlari kullanilir. Calismamizda eksplant kiltir methodu
kullanilarak hicre kultart gergeklestiriimistir. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz
DPKH’ nin, ISCT tarafindan 2006 yilinda belirledigi MKH kritelerine uyum sagladigini
gosterdik. 2011 yilinda Guimaraes ve arkadaslari 8 haftalik erkek C57BL/6 fare kesici
dislerinden izole etmis olduklari DPKH’ nin insan DPHK hicreleri ile morfolojik ve
farklilasma potansiyeli olarak ylksek oranda benzerlik gosterdigini gozlemlemislerdir
(Guimaraes vd 2011). Kermani ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis olduklari
calismada dental doku onarilmasinda 6-8 haftalik disi sicandan elde ettikleri DPKH'’ nin
kullanilabilirligi ile ilgili yapmis olduklarn calismada elde ettikleri kok hucrelerin
osteoblastlara donustigund ancak osteoklastlara donusmedigini gozlemlemislerdir.
Ancak digsin genel anestezi gerektirmeden canli konaktan cikarilabilmesi nedeniyle
dental pulpanin oldukga kolay ulasilabilen kdk hicre kaynagdi oldugunu belirtmiglerdir
(Kermani vd 2014). Yaptigimiz calismada 20 yas disi gekilecek olan bir yetiskinden onam
formu alinarak kendisine disinin galisma amagli kullanilacagi agiklanmistir. Herhangi bir
genel anestezi ya da ileri cerrahi mudahale gerektirmeden cekilen disin kok hucre
kaynagi olarak kullaniimasi vericiye ve calisma ekibine ylksek konfor ve kolaylik
saglamistir.

Kok hiicre kaynagi olarak 20 yas disi disinda, diger disler Uzerinde de pek ¢ok

¢alisma yapilmaktadir. Huang ve arkadaslari farkl dis tiplerinin de kdk hlicre kaynag
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olarak kullanilabilirligini arastirdiklari ¢alismalarinda 20 yas erkek hastadan mesiodens
disi ve kontrol grubu olarak da 10 yas erkek hastadan sol alt kesici sut disini kullanarak
kok hiicre izole etmeyi denemigler ve her iki grup icin de basaril bir sekilde izolasyon ve
karakterizasyon gerceklestirmiglerdir. Mesiodens disler artik dis olarak kabul edildigi ve
atildig1 igin faydal bir kok hicre kaynagi olarak kullanilabildigini gostermiglerdir (Huang
vd 2008).

Gelisimi ileri evrede olan diglere gore yirmi yas dislerinin cogalmaya daha yatkin
hicre agisindan zengin oldugu, farkli hicre tiplerine dénusebildigi ve multipotent kok
hicre kaynagi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Zhang vd 2006, Graziano
vd 2008).

MKH’ lerin, hicre yuzeyindeki bazi spesifik belirtecleri (%95’'in Gzerinde CD105,
CD73, CD90 yuzey antijen belirtecleri) tasirlar ve tasidiklari spesifik ylzey antijenleri
sayesinde ya da farklilastiklari olgun hiicre tipine gore karakterize edilirler. Yiizey
antijenleri, kdk hlcrelerin kisa slrede tanimlanmasina imkan saglar. Bu tanimlama akim
sitometri analizi ile gerceklestirilir (Gronthos vd 2000). Kok hicre arastirmalarinda
karakterizasyon igin akim sitometri analizinin kullanildigi gérulmektedir (Kara6z vd 2010,
Tasli vd 2014). Bu ¢calismada, DPKH karakterizasyonu igin, akim sitometri analizlerinden
faydalanarak elde edilen hucrelerde spesifik yuzey antijenlerinin tespitini gerceklestirildi.
Calismada mezenkimal kok hicre ylzey belirteci olarak CD73, CD90, CD34
kullaniimistir. Sonuglara gére CD90 ve CD73’Un %95 ‘in tzerinde pozitif, CD34’ Un ise
%0,08 pozitif olmasi, mezenkimal kok hicre eldesinin gergeklestigini gostermistir. Akim
sitomeri analizine ek olarak MKH’ lerin  adiposit, osteosit ve kondrosite farklilagsmasi
elde edilen DPKH’nin, ISCT tarafindan 2006 yilinda belirledigi MKH kritelerine uyum
sagladigini gosterir. Calismamizda elde ettigimiz DPKH’ lerinin indukleyici besi yeri
ortaminda adiposit, kondrosit ve osteosite farklilastigi belirlendi.

in vitro biyouyumluluk testleri, materyallerin canli dokular tzerindeki biyolojik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilir (Hanks vd 1996). Dental materyallerin
sitotoksik etkisinin lokal olarak belirlenmesinde in vitro test yodntemleri siklikla
kullaniimaktadir (Schmalz 2009).

Restoratif materyallerin derin kavitelere uygulanmasi sonucu, bu materyallerden
salinan monomerlerin pulpa ve periodontal doku gibi komsu dokularda gesitli etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, restoratif materyal etkisinde, pulpa ve periodontal
alandaki hucrelerin canhhiginini devam ettirmesiyle birlikte, bu dokularin yenilenme
kapasitelerini devam ettirerek, tamir mekanizmalarinin aktif olmasi énemlidir. Kok
hicrelerin kendilerini yenileme, baska hiicrelere farklilasma ve hasarli dokuyu tamir
edebilme 6zelliklerine bagdli, insan dental pulpa dokularinda yer alan kok hicrelerin aktif

olmasi durumunda dentin- pulpa ve sement- periost kompleksinin yenilenebilecegi ifade
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edilmigstir (Seo vd 2004, Casagrande vd 2006, He vd 2008). insan dis dokularindan MKH
elde etme proseduiru kolay ve etkin bir yontem olarak kabul edilir. Ek olarak, kisilerin
tedavi amagli ¢ekilen diglerinden elde edildigi i¢in, in vitro ¢alismalarda kullaniminda
herhangi bir etik sinirlama bulunmamaktadir (Yalva¢c vd 2009). Bu nedenlerle, dental
materyallerin iliskide oldugu ¢evre dokular Gzerindeki etkilerini in vivo’ ya benzer sartlar
altinda test etmek amaciyla son dénemde yapilan in vitro biyouyumluluk ¢alismalarinda,
insan dis dokusundan elde edilen gesitli tipteki kok hicrelerin kullanildigi gorilmektedir.
Rezin icerigindeki saf monomerlerin sitotoksik etkileri ve hicrelerin yenilenme
kapasitesine olan etkilerini degerlendirmek amaciyla, Trubiani ve ark. (2010),
calismalarinda DPKH’ni kullanirken, Bakopolou ve ark. (2011b; 2012), insan st disi
pulpasindan elde edilen kok hicreleri ve insan disinden elde edilen apikal papilla kok
hlcrelerini kullanirken kullanmistir.

Biyouyumluluk degerlendirme yontemlerinden in vitro sitotoksisite testleri,
laboratuvar ortaminda kolaylikla uygulanabilmeleri, kisa slrede sonug¢ vermeleri ve
dusuk maliyetli olmalari sebebiyle baslangi¢c test yontemi olarak siklikla tercih
edilmektedir. ISO 10993 tarafindan hazirlanan standartlara gére dental materyallerin in-
vitro olarak sitotoksisitelerinin degerlendiriimesinde, materyal ile hiicreler arasinda direk
temas yontemi olarak direkt hiicre kiltlrd (direkt temas testi ve ekstrakt testi) ve bariyer
test yontemi kullanilirken; agar difGzyon testi, filtre diflizyon testi, dentin bariyer testi de
indirek temas ydntemi olarak kullaniimaktadir (Murray vd 2007, Lim vd 2016, Sisman vd
2016). Calismamizda, kullanilan kompozit rezinlerin biyouyumluluklari, ISO tarafindan
hazirlanan 10993- 5’ te yer alan “In vitro Sitotoksisite Test Yontemleri” rehber alinarak
degerlendirilmistir.

Dental materyallerin sitotoksisite tayininde ekstraksiyon ydnteminin siklikla
kullanildigi pek c¢ok calismada gorilmektedir. Ekstraksiyon ydnteminde besi yeri,
fizyolojik tuz solusyonu gibi g¢oziculerden olusan ekstraksiyon sivisinin kulttrdeki
hicreler ile temas etmesi saglanir. Belirli bir inkibasyon déneminin ardindan,
materyalden salinan bilesenlerin kultirdeki hicreler ile temas etmesi ile mikroskobik
olarak degerlendirme yapilir (Tuncer ve Demirci 2011). Sigusch ve ark. farkh isik
cihazlari ile polimerize edilen adeziv sistemlerin in vitro sitotoksisitelerini
degerlendirdikleri caligmalarinda ekstraksiyon yéntemini tercih etmislerdir (Sigusch vd
2009). Annunziata da adeziv sistemler Gzerinde farkli 1sik cihazi kullaniminin in vitro
sitotoksisite Uzerine etkisini ekstraksiyon yontemini kullanarak degerlendirmiglerdir
(Annunziata 2004). Lim ve ark. kompozit rezinlerin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesi konusunda in vitro test yontemleri arasinda anlaml bir fark olmadigini

ancak en hassas Ol¢cimleri ekstraksiyon yontemi ile goézlemlediklerini bildirmektedirler
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(Lim vd 2016). Bu sebeple, uU¢ farkli kompozit rezinin in-vitro sitotoksisitesini
degerlendirdigimiz calismada ekstraksiyon yontemi tercih edildi.

Dis hekimliginde kompozit rezinler; dis dokularinda minimum madde kaybina
sebep olmalar, dig yapilarina adezyon saglamalari, dogal dis rengine benzerlik
gOstermeleri ve civa icermemeleri nedeniyle hem hastalar hem de hekimler tarafindan
ginumuzde en ¢ok tercih edilen restoratif materyallerdir (Anfe vd 2008). Kompozit
rezinler pulpal ve periodontal hiicreler tizerinde, monomer-polimer donisimu sirasinda
serbest monomerlerin salinmasi veya daha sonra zamanla materyalin bozunmasi
sonucu sizabilen maddelerin salinmasi nedeniyle sitotoksik etkiler gésterebilir. Ozellikle
derin ve genis kavitelerde bu durum yerlestirilecek olan kompozit kiitlesinin artmasindan
dolayr daha da cok 6nem tasimaktadir. Boyle kavitelerde kompozit rezin miktarini
azaltmak icin bir kaide materyali uygulanmasi onerilir. Kompozit rezinlerin altina kaide
materyali cam iyonomerler, farkli akiskan kompozit rezinler ile fiberle giclendiriimis
kompozitler uygulanabilmektedir. Fiberle guclendirilmis kompozitler glgli mekanik
dayanimlarindan dolayi siklikla tercih edilmektedir.

Bu calismada ylksek vizkoziteli akiskan kompozit rezinin sitotoksisitesi en az,
duslUk vizkoziteli akigskan kompozit rezinin sitotoksisitesi ise en fazla bulunmustur.
Calismanin H; hipotezi kabul edilmistir. Bu calisma sonuglarina benzer sekilde
Goncgalves ve ark. (2018) akiskan kompozit rezinin sitotoksisitesini fiberle gticlendirilmis
kompozit rezinden daha dusuk bulmuslardir. Yine bir diger ¢alismada, bu c¢alismanin
sonugclariyla paralel sekilde, fiber takviyesinin sitotoksisiteyi artirabilecegdi ifade edilmistir
(Attik vd 2022). Mevcut ¢alismada yuksek vizkoziteli akiskan kompozitin en az sitotoksik
bulunmasi organik matriks oraninin hacimce yuzdesinin dider materyaller ile
karsilastiriidiginda daha dusik olmasiyla iliskilendirilebilir. Ayrica, c¢alismamizda
kullandigimiz kompozit materyallerinin hiicre canliigi Uzerindeki etkilerinin farkhliklar
gOstermesi, materyallerin organik matrix ve inorganik doldurucu yapilarinin farkh
olmasindan kaynaklanabilir (Hanks vd 1991, Bouillaguet vd 2002, Quinlan vd 2002).

Organik matriks miktari ve yapisinin kompozit rezinlerin biyouyumlu olarak
degerlendirimesinde ana etkenler oldugu goériimektedir. Bis-GMA, TEGDMA, HEMA
gibi monomerlerin sitotoksik, Ostrojenik, mutojenik, teratojenik ve genotoksik etkileri
oldugu ve ayrica lokal olarak gingival, pulpal ve mukozal irritasyonlara neden olabildigi
bildirilmigtir. TEGDMA’ nin, reaktivitesinin yuksek olmasi ve hidrofobik yapida olmasi
nedeniyle saliniminin fazla oldugu dusunulmektedir (Alshali vd 2015, Cebe vd 2015).
Cebe ve ark. calismalarinda, akiskan kompozit rezinlerin zaman igerisinde Bis-GMA,
TEGDMA, UDMA ve Bis-EMA salinimina devam ettigini iddia etmektedirler (Cebe vd
2015). Al-Hiyasat ve ark. akigkan ve geleneksel kompozit rezinlerin sitotoksisitesini

degerlendirdikleri calismalarinda, azalan inorganik doldurucu oranina bagli olarak
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organik icerigin artmasi ile sitotoksisitenin de arttigi bildirmislerdir. Ek olarak bu
calismada akigkan kompozit rezinlerin sitotoksisitesinde viskozite kontrol edici
monomerlerin etkisi oldugunu bildirmektedirler (Al- Hiyasat vd 2005). Huang ve ark. rezin
icerikli dental materyallerin biyouyumlulugunu test ettikleri aragtirmalarinda, en ylksek
organik icerige sahip kompozit rezinlerin ayni zamanda en fazla sitotoksik etkiye sahip
oldugunu iddia etmiglerdir (Huang vd 2002). Tuna ve ark. (2010) ¢alismalarinda gesitli
kompozit rezinlerden zaman igerisinde TEGDMA, UDMA, Bis-GMA, Bis-EMA salinimi
oldugunu ve daha fazla salinan monomerlerin diistk viskoziteli oldugunu bildirmislerdir
(Tuna vd 2010). Benzer sekilde bu calismada da duslUk vizkoziteli kompozit rezin
grubunun sitotoksik etkilerinin daha fazla oldugu gortlmastur.

Restoratif materyallerin sitotoksisiteleri Uzerine yapilan c¢alismalar, kompozit
rezinlerin organik iceriginde bulunan farkh metakrilatlarin glutatyon tiketimi ile
mitokondriyal hasari tetikledigini ve buna bagh olarak da reaktif oksijen Urlnlerinin
arttigini ortaya koymaktadirlar (Nocca vd 2009; 2011). Gociu ve ark. kompozit rezinlerin
biyouyumluluklarini incelediklerinde, organik yapidaki Bis-GMA ve TEGDMA’ reaktif
oksijen urUnlerini arttirarak hicre canliliginda azalmaya sebep oldugunu bildirmiglerdir
(Gociu vd 2013).

Geleneksel ve akigkan kompozit rezinlerin polimerizasyon derinlikleri ve
biyouyumluluklarinin degerlendirilmesi amaglanan c¢alisma sonuglarimizdan elde
ettigimiz verilere gore; materyaller igin yeterli polimerizasyon derinligi elde edilse bile
zamanla neden olduklari sitotoksik etkilerini degerlendiren ileri galismalara ihtiyag vardir.
Ayni  zamanda materyallerin sitotoksik etkilerinin in-vivo kosullarda farklihk
gOsterebilecedi unutulmamalidir. Bu nedenle, kompozit rezinlerin biyouyumluluklarinin

arttinlmasina yénelik daha fazla galismaya gerek duyulmaktadir.



28

6. SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismanin sonuclari dahilinde derin kavitelerde kaide olarak fiberle
gugclendirilmis kompozit rezinin disuk sitotoksisite géstermis olmasi nedeniyle klinikte
guvenle kullanilabilecegi soéylenebilir. DPKH kolay elde edilmesi, etik problem
olusturmamasi ve farkli birgcok hticre hattina farklilagabilmesi nedeniyle klinik anlamda,
rejeneretif tip alaninda ve doku muhendisliginde siklikla tercih edilebilecek hiicre tiridur.
Dis kaynakh farkli mezenkimal kék hlicre populasyonlari kullanilarak benzer ve ileri

calismalar yapilarak literatlre katki saglanabilecegi kanaatindeyiz.
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