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OZET

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
DIS HEKIMLIGI FAKULTESI

BiYOAKTIiF CAM NANOPARTIKULLERI ILE MODIFiYE EDILMIS
BIODENTINE MATERYALININ SITOTOKSIiK OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

DIS HEKIMLIGI UZMANLIK TEZi / ISTANBUL 2018
Dt. Tugge YUCA OZTURK

Endodonti Anabilim Dali

Bu tez ¢aligmasinin amaci, ozelliklerini gelistirmek amaciyla biyoaktif
cam nanoparc¢aciklari ile modifiye edilen Biodentine (Septodont, Fransa) materyalinin

sitotoksik 6zelliklerinin degerlendirilmesidir.

Sol-jel yontemi kullanilarak, biyoaktif cam nanopargaciklart tiretildi.
Degerlendirilmek iizere agirlikca %1 ve %2 oraninda biyoaktif cam ilave edilerek
modifiye edilen Biodentine materyalleri ve kontrol grubu olarak ticari olarak
ulagilabilen Biodentine olmak iizere {i¢ deney grubu olusturuldu. Hazirlanan 6rnekler
sertlesme siirelerine gore (1, 3 ve 7 giin) her grupta 20 6rnek olmak {izere {i¢ alt gruba
ayrildi. Sertlesme siirelerine gore gruplara ayrilan ornekler, sitotoksik ozellikleri
degerlendirilmeden Once hiicreyle muamele siirelerine gore (24 ve 48 saat) iki alt
gruba ayrildi (n =10). Ardindan deney gruplariin sitotoksik 6zellikleri MTT testi
kullanilarak degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi Kruskall Wallis testi ve

Mann Whitney- U testi kullanilarak analiz edildi (p=0.05).

Farkli materyallerin sitotoksisite degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Her bir materyal grubunda sertlesme siiresi
1 giin olan deney gruplarinin sitotoksisite diizeyi, 3 glin ve 7 giin sertlesme siiresine
sahip gruplardan anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Materyal tipi
onemsenmeksizin 1 glin ve 3 giin sertlesme siiresine sahip orneklerde , hiicreyle

muamele siiresi 24 saat olan deney gruplarin sitotoksisite diizeyi, hiicreyle muamele
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stiresi 48 saat olan gruplarin sitotoksisite diizeyine gore anlamli 6lciide daha yiiksek

tespit edildi (p<0.05).

Yapilan bu in vitro ¢aligmanin bulgular1 goz oniine alindiginda; Biodentine
icerigine  biyoaktif cam nanoparcaciklarinin  eklenmesinin, Biodentine nin
sitotoksisitesini degistirmeyecegi sonucuna varilabilir. Ayrica Biodentine ve biyoaktif
cam ile modifiye edilen Biodentine materyallerinin sitotoksisite diizeylerinin,

sertlesmenin erken sathalarinda daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

Anahtar Sézciikler: Biodentine; biyoaktif cam; MTT; sitotoksisite



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the biocompatibility of Biodentine

(Septodont, France) mixed with bioactive glass nanoparticles at 1 wt % and 2 wt %.

Bioactive glass nanoparticles was produced by sol-gel technique. The materials was
assigned to 3 groups as Biodentine (control group) and Biodentine which modified
with bioactive glass nanoparticles %1 wt and %2 wt. After preparation of material
discs, groups were divided into 3 subgroups according to setting times (1, 3 and 7
days) (n=20). Before cytotoxicity tests, samples assigned to 2 more subgroups
according to incubation time with cells. (24 and 48 hours) (n=10). Following
assignation part, cytotoxic properties of the materials were evaluated by MTT method.
Data were statistically analyzed by using Kruskall Wallis test and Mann Whitney- U
test (p=0,05).

No statistical differences were observed between cytotoxicity levels of different
material groups (p<0.05). One-day old samples were more cytotoxic than 3-days and
7-days old samples in all test groups (p<0.05). Regardless type of materials,
significantly higher cytotoxicity levels were detected at 24 hours incubation time more

than 48 hours at 1-day and 3-days old samples (p>0.05).

This in vitro study demonstrated that the addition of bioactive glass nanoparticles to
Biodentine does not alter its cytotoxicity. Moreover, it is possible to mention that

Biodentine and modified Biodentine have initial cytotoxicity.

Keywords: Biodentine; bioactive glass ; MTT; cytotoxicity
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1. GIRIS ve AMAC

Biodentine (Septodont, Fransa); spesifik olarak dentin vekili olarak tiretilen,
2009 yilindan itibaren piyasada ulasilabilen kalsiyum silikat bazli bir materyaldir.
Biodentine’nin toz kismu trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat ve kalsiyum karbonat
icerirken, likit kism1 hizlandirict olarak kalsiyum klorit ve plastisize eden bir ajan
icerir. Materyal soliisyon halindeyken kalsiyum salinimi ile karakterizedir [1]. Ayrica
trikalsiyum silikat bazli materyaller, doku sivilariyla temas ettiklerinde hidroksiapatit

kaynag1 olarak tanimlanmustir.

Biodentine, dis hekimliginde dentin yerine gecen bir materyal olarak
kullanilmakta olup endodontik tamir islemleri (kok perforasyonlari, apeksifikasyon,
rezorptif lezyonlar ve endodontik cerrahide retrograd dolgu materyali) ve pulpa

kaplamasi tedavisi gibi genis bir uygulama alanina sahiptir [2].

Biyoaktif camlar silikat esasli biyomateryallerdir ve dokularla giiclii bir
kimyasal bag olusturabilirler. Bu biyomateryaller yiiksek derecede biyouyumludur ve
viicut i¢ine yerlestirildiklerinde veya viicut sivist ile temas ettiginde bir hidroksiapatit
tabakasi olusturma kabiliyetine sahiptir [3]. Biyoaktif cam {iretiminde, cam
bilesenlerin eritilmesini igeren geleneksel cam isleme yonteminin gesitli
dezavantajlarindan dolay1 daha ¢ok sol-jel yontemi kullanilmaktadir. Sol-jel yontemi,
diisiik islem sicakligi, daha yiiksek saflik saglama ve homojenlik gibi avantajlar

sayesinde biyoaktivitenin kontroliinii kolaylastirir [4].

Biyoaktif camlarin sergiledigi antibakteriyel aktiviteleri, defekt bolgesinin
iyilesmesi ve rejenerasyonu sirasinda bakterisiz bir ortam saglamalari, silika baglantist
kurabilmesi, stronsiyum ve fosfat gibi farkli iyonlarla birlesebilmesi en 6nemli
ozelliklerindendir [5]. Biyoaktif camin bu potansiyeli, bu materyalin dis hekimliginde
genis bir uygulama alani bulmasini saglamistir. Bu materyaller partikiiller veya
monolitik  sekiller halinde, pdoréz ve kompakt bicimde kullanilabilir ve

remineralizasyon ve hipersensitive gibi farkli uygulamalarda kullanim alani bulurlar

[6].

Materyalin antibakteriyel etkinligi gibi baz1 6zellikleri, icerigine eklenen

bazi elementlerce desteklenebilir [7]. Bunun yanisira biyoaktif camlar biyoaktiviteye



ihtiya¢ duyulan baz1 materyalleri modifiye etmede kullanilabilir [8].

Biodentine’nin  biyoaktivitesini ve bulundugu alanda olusturdugu
remineralizasyon Ozelligini artirabilmek adina biyoaktif cam materyali ile
modifikasyonu diisiiniilebilir [9]. Literatiirde bu modifiye materyalin sitotoksik
ozelliklerini degerlendiren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinin amaci
biyoaktif cam nanoparcaciklar1 ile modifiye edilmis Biodentine materyalinin

sitotoksik 6zelliklerinin degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Endodontik tedavinin ana amaci; kok kanal yapisinin biyomekanik
sekillendirme ile nekrotik artiklardan ve mikroorganizmalardan temizlenmesi ve

sizdirmaz bir bi¢imde doldurularak yeniden enfekte olmasinin 6nlenmesidir [10].

Kok kanal tedavisinin basarisi, kok kanalmnin sizdirmaz bir sekilde
doldurulabilmesine baglidir. Biyolojik olarak kok kanal dolgusunun ana islevi, ¢evre

dokularin enfeksiyonuna karsi engel olugturmaktir [11].

Pulpa dokusu; yan kanallar ve apikal agiklik yoluyla periodontal dokularla
baglantilidir ve anatomik olarak yakin iliski igerisindedirler. Pulpa dokusu, agiz
ortamindan mine, dentin ve digeti baglantisi ile fiziksel olarak ayrilmaktadir [12].
Pulpanin ve periradikiiler dokularinin agiz ortamiyla iliskide olmasi, bu dokularda
patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Endodontik tedaviler sirasinda,
mikroorganizma sizintisin1 engellemek amaciyla, kok kanal sistemi ile periodonsiyum
arasindaki iligkinin iyi bir Ortilemeye sahip endodontik tamir materyaliyle

engellenmesi gerekmektedir [13].
Ideal bir endodontik tamir materyali su 6zellikleri tastmalidir [14];

e Dentine baglanabilmeli

e Yeterli derecede ortiileme saglamali

e Boyutsal olarak stabilitesini korumali

e Doku sivilarinda ¢oziinmemeli

e Zaman i¢inde rezorbe olmamali

e Kontrol edilebilmesi agisindan radyoopak olmali
e Kolay uygulanabilmeli

e Kondanse edilebilmeli

e Yeterli ¢aligma siiresi saglamali

e Sertlesme siiresi ¢cok uzun olmamali

e Dokular tarafindan tolere edilebilmeli

Endodontide goriilen basarisizliklarin ¢ogu, irritanlarin periapikal dokulara
s1izmasi sonucunda olusur [15, 16]. ideal retrograd veya ortograd dolgu materyali; kok

kanal sistemi ile ¢evre dokular arasindaki etkilesimi tamamen yok edecek sekilde



ortilleme saglamalidir. Ayn1 zamanda toksik ve karsinojenik olmamali, doku

stvilarinda ¢éziinmemeli, biyouyumlu ve boyutsal olarak stabil olmalidir [17]

Endodontide var olan materyallerin sayilan ideal 6zellikleri saglamamasi
sebebiyle [17] mineral trioksit aggregat (MTA) gelistirilmis ve pulpa kaplamasi,
pulpotomi, apeksogenezis, acik apeksli dislerde apikal tikag olusturma gibi islemlerde

kullanilmas1 6nerilmistir [18].
2.1.MTA

MTA; temel olarak kalsiyum ve silikat elementlerinden olusan, 1990’larda
Torabinejad tarafindan tanitilan, biyoaktif 6zellikte bir endodontik simandir. Yapilan
caligmalara gére milkemmel bir biyouyuma ve ortiileme yetenegine sahip olmasinin
yani sira, perforasyonlarin tamirinde, vital pulpa tedavilerinde, kok ucu dolgularinda
kullanildiginda basarili sonuglar gostermektedir [19]. MTA agirlikca %75 portland
¢imentosu igeren portland ¢imentosunun bir modifikasyonudur. igeriginde bulunan
bizmut oksit ve partikiillerinin daha kiigiik ve uniform olusu materyali portland

¢imentosundan ayirir [20].

MTA’ ’nin igerigi; trikalsiyum silikat (3Ca0.Si03), trikalsiyum aluminat
(3Ca0.ALL0O3), dikalsiyum silikat  (2Ca0.Si02), kalsiyum siilfat dihidrat
[(CaS04)2H20], tetra kalsiyum aliiminaferrit (4Ca0O.Al>O3.Fe;O3;) ve materyale
radyoopak 6zellik veren %20 oraninda bizmut oksit (Bi»O3) olarak a¢iklanmistir [20].
Ayni zamanda, kimyasal ve fiziksel ozelliklerini modifiye eden mineral oksitler
MTA’nin yapisinin kii¢iik bir kismini olusturur [21]. Bu karisim, bilesenlerin su ile
reaksiyona girmesiyle sert bir yapiya doniliserek pordz katt bir jel haline
doniismektedir. Bu hidratlasma tepkimesi sonucu kalsiyum silikat hidrat ve kalsiyum
hidroksit ana iirlinler olarak ortaya ¢ikmaktadir [22, 23]. Olusan kalsiyum firiinleri,

MTA’ya yiiksek alkalinite 6zelligini kazandirmaktadir [23].

MTA baslangicta sadece gri renkte iiretilmistir fakat sonra beyaz versiyonu
da ulasilabilir olmaya baslamistir [22]. Yapilan arastirmalarda, beyaz renkli MTA’da
gri renkli olan MTA’dan farkli olarak tetrakalsiyum aliimino ferrit’in
(4Ca0.A203.Fe203) bulunmadigr ortaya konmustur. Demir baglayict 6zelligi
bulunan bu mineralin olmayis1 materyale beyaz rengini saglamistir.[24] Bazi

aragtirmalar beyaz MTA igeriginde gri MTA ya gore daha az oranda demir,



aliminyum ve manganez varliini géstermistir [25, 26].

MTA’nin  yiikksek oOrtilleme kabiliyeti ve biyouyumlulugu gibi
avantajlarinin yaninda bazi olumsuz yanlar1 da bulunmaktadir. Bu dezavantajlar
arasinda uzun sertlesme zamani, diste renklenmeye sebep olmasi, yiiksek fiyat ve

manipiilasyonun zor olmasi sayilabilir [16, 19, 27].

MTA’nin uzun sertlesme siiresi, materyalin dentinle biitiinliigliniin sliphe
olusturmasina ve bulundugu yerden ayrilma ihtimalinin ortaya ¢ikmasina yol acabilir

[21, 28].

MTA’nin renklendirme potansiyeli, bu materyalin dezavantajlarindan biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [19, 29]. Biyoaktif simanlar iizerinde yapilan ¢alismalara
gore, ornekler kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda renklenmenin siddeti degisiklik

gosterebilir.[ 18]

Renklenmenin tam mekanizmasi tam olarak bilinememekle beraber,
materyalin bilesenleri, materyalin kan ile kontaminasyonu, irrigantlarin kalintilarryla
etkilesim ve cevresel faktorler (ortamin oksijen durumu, floresan 1s181ina maruz kalma)

gibi bir¢ok sebebe bagli olabilir [18].

Bazi ¢aligmalar MTA’nin renklendirme probleminden demir ve manganez
elementlerinin sorumlu oldugunu gostermistir [19]. Ancak son yillarda yapilan
caligmalar, bu durumun asil sorumlusunun radyoopasiteyi saglayan bizmut oksit
oldugunu gostermistir [30, 31]. Dentin kollajen komponentinin bizmut oksite maruz
kalmasi, renklenmenin sebebi olarak sayilabilir.[32] Fakat sasirtici bir sekilde
radyoopasiteyi artirmak amaciyla bizmut oksit oraninin artirilmasinin renklenme

iizerine anlamli bir etkisi olmadigi goriilmiistiir [33].

MTA kullanimina bagli renklenmenin bir diger sebebi de materyalin kan
ile kontaminasyonu olabilir [34] [35]. Yapilan bir ¢alismada bizmut oksit icermeyen

portland simanin kan ile kontaminasyon sonucu renklendigi gozlenmistir [34].

Bizmut oksit i¢eren biyoaktif endodontik simanlar i¢in, islemde kullanilan
irrigasyon soliisyonunun tiirii de renklenme potansiyelini olusturabilir.[36] MTA,
dentin tizerine sodyum hipoklorit (NaOCI) irrigasyonunu takiben yerlestirildiginde

dentin tiibiilleri i¢inde kalan NaOCl’nin de renklenmenin sebebi olabilecegi



gosterilmistir.[37] MTA ile olugsan renklenme probleminin bir diger sebebi oksijenden

yoksun ortam ve 151k varliginin kombinasyonu olabilir [30].

Birkag olgu raporunda MTA’nin yiiksek fiyatli olusundan duyulan endise
dile getirilmistir.[38-40] Ingiltere’de yapilan bir ankette pedodonti kliniginde calisan
uzmanlarin = %63.6’st  MTA’nin  fiyatindan ve wuygulama esnasindaki alet

gerekliliginden yakinmiglardir [39].

Bazi aragtirmalar, bir¢ok klinik uygulama i¢gin MTA manipiilasyonunun
kolay olmadigini ve pratik deneyim gerektirdigini iddia ederken [39, 41], bazi
klinisyenler MTA’nin kullaniminin kolay oldugunu belirtmislerdir [42].

2.2.BiIODENTINE

MTA i¢in sayilan bu kisitlamalarin tistesinden gelmek amaciyla diger
kalsiyum silikat esasli simanlar piyasaya siiriilmiistiir. Bu kalsiyum silikat esaslt
materyallerden biri de, 2009 yilinda piyasaya siiriilen, dentin vekili olarak tanitilan

Biodentine’dir.

Biodentine, endodontik tamir (kok perforasyonlari, apeksifikasyon,
rezorptif lezyonlar ve endodontik cerrahide retrograd dolgu materyali) ve pulpa
kaplamas1 gibi genis bir uygulama alani bulmaktadir ve dis hekimliginde dentinin
yerine gegen bir materyal olarak kullanilmaktadir [1]. Bu materyal MTA esasli siman
teknolojisi kullanilarak tiretilmis ve ek olarak fiziksel nitelikler ve manipiilasyon gibi

baz1 6zellikleri gelistirilmistir [2].
2.2.1. Kimyasal Kompozisyonu

Biodentine kapsiil i¢inde toz ve pipet i¢inde likitten olusur. Toz kisminin esas
kismimmi1 MTA ve Portland simanda oldugu gibi dikalsiyum ve trikalsiyum silikat
olustururken, bunlarin yani sira igeriginde kalsiyum karbonat bulunmaktadir [43].
Ayrica zirkonyum oksit kontrast madde olarak kullanilir ve radyoopasiteyi saglar [1].
Diger yandan likit, hizlandiric1 kalsiyum klorit ve suyu indirgemek i¢in su emici
polimer igerir. Ayrica lriinii benzersiz yapan hizli sertlesme 0Ozelligi; partikiil
boyutunun biiyiitilmesi, likite kalsiyum klorit eklenmesi ve likit kismin azaltilmasi ile

saglanmistir [ 1]. Materyal soliisyon halinde iken kalsiyum salinimi ile karakterizedir.



Ayrica trikalsiyum silikat esasli materyaller sentetik doku sivilariyla temas halinde

hidroksiapatit kaynag1 olarak tanimlanabilir [44].

MTA ve Biodentine’de ortak olarak bulunan trikalsiyum silikatin, MTA
iceriginde monoklinik formunda, Biodentine igeriginde ise triklinik formunda
bulundugu hidrate edilmemis simanlarin X-1gin1 difraktometresi ile gosterilerek
aciklanmistir. Trikalsiyum silikatin partikiil biiytikligii MTA ile Biodentine arasinda
farklilik gostermektedir. Biodentine’ye ait spesifik yiizey alani (2,811 m?/g) MTA ile
karsilagtirildiginda (1,0335 m?/g) daha biiyiik bir degere sahiptir [45].

2.2.2. Sertlesme Reaksiyonu

Biodentine hazirlanirken kapsiil i¢indeki toza 5 damla likit eklenir ve 30 sn
boyunca trituratorde karistirilir. Materyalin toz ve likitinin karistirilmasi, kati bir ag

olusumuna olanak saglayan iyonik degisim ve polimerizasyona yol agar. [45]

Tepkime iirlindi, trikalsiyum silikat iceren bir sementdz faz ve zirkonyum
oksit iceren bir radyoopasite saglayan fazdan olusmaktadir. Kalsiyum karbonatin,
cevresinde reaksiyon olusumuna yardimer olan bir niikleasyon alani olarak gorev
yaptig1, buna bagli olarak hidrasyonun artirilmasinin ve daha yogun bir mikroyapinin
iiretilmesinin saglandigi belirtilmektedir [45, 46]. Biodentine’nin sertlesmis hali,
kalsiyum silikat hidrat matriks igerisinde gomiilii olarak bulunan 5-um’ lik yuvarlak
parcalardan olugmaktadir. Sertlesmis Biodentine’ de yogun bir mikroyapi
goriilmesinin sebebi, pordzitelerin kalsiyum silikat hidrat ve kalsiyum hidroksit ile

doldurulmasidir [47].

Izotermik kalorimetri analizi ile izlenen ve 37°C' de gerceklestirilen simanin
hidrasyon kinetigi su sekilde anlatilmistir; katiksiz trikalsiyum silikat 210 dakika sonra
egzotermik tepe noktas1 gosterirken, Biodentine 30 dakika siire sonunda yogun ve dar
bir egzotermik tepe degeri gostermistir. Bu durum Biodentine materyalinin saf
trikalsiyum silikata gore daha yliksek hidratasyon kinetigine sahip oldugunu
gostermektedir. Otuz dakika sonra gozlenen erken egzotermik tepe degeri ise

sertlesmis Biodentine materyalinin mekanik kuvvet artisinin belirtecidir [47].
2.2.3. Sertlesme Siiresi

Materyalin sertlesme siiresi 9-12 dk’dir. Bu siire diger kalsiyum silikat bazli



materyallerle karsilagtirildiginda oldukca kisadir [2]. Yapilan bir arastirmaya gore
Biodentine’nin final sertlesme siiresi 45 dk olarak saptanmis, 9-12 dk’ nin materyalin
baslangi¢ sertlesmesi oldugu belirtilmistir [48]. Biodentine’in i¢erigindeki akselerator
varliginin hizli sertlesme saglamasi, materyalin manipiilasyon 06zelliklerinin ve
giiclinlin gelismesine de yardimci olmustur. Yapilan g¢aligmalar MTA’nin uzun
sertlesme siiresinin materyalin kismi kaybina ve materyal ve dis ara yliziinde degisime

sebep oldugu gosterilmistir [19, 21].
2.2.4. Densite ve Porozite

Bir materyalin yogunlugu ve porozitesi sizmti miktarin1 ve tedavinin
sonuglarini etkileyen kritik faktdrdiir. Bunun sebebi genis porlara sahip materyalin
daha cok sizintiya sebep olmasi ve hermetik kapanmayr tehlikeye atmasidir.
Karigtirma agamasindaki diisiik likit orani, Biodentine’ye MTA’ya gore daha diisiik
porozite saglar [49].

2.2.5. Basma Dayanimi

Basma dayanimu su ile sertlesen simanlar i¢in her zaman endise duyulan ana
fiziksel ozelliklerden biri olmustur [1]. Vital pulpa tedavilerinin Biodentine igin
onemli bir kullanim alan1 oldugunu diislintildigiinde, simanin ¢igneme kuvvetlerine
dayanikli olmasi zorunludur, diger bir deyisle dis etkilere karsi yeterli basing dayanimi
gostermelidir [50]. Biodentine’in Vickers sertlik, biikiilme dayanimi ve elastiklik
modiili gibi fiziksel ozellikleri dentine benzer degerler gostermekle beraber, bu

degerlerin MTA’dan yiiksek oldugu gbézlenmistir [51].

Bu konuda yapilan bir ¢calismada Biodentine’nin basma dayanimi diger test
materyalleriyle karsilagtirildiginda daha yiiksek bulunmustur. Arastirmacilar bu
gelismis dayanimin Biodentine’in diisiik likit/ toz orantyla iliskilendirmislerdir [48].
Materyalin bu durumu likitine suda ¢oziinebilir polimer eklendiginden dolay1 kabul
edilebilirdir [1]. Biodentine’nin basma dayanimini bagka bir acidan degerlendirerek
ozellikle klinik durumla iligkilendiren bagka bir ¢alismada, Biodentine uygulamasini
takiben yapilan asit ile piiriizlendirme isleminin basing dayanimina etkisi arastirilmig

ve bu durumun sonucu etkilemedigi saptanmistir [50].



2.2.6. Radyoopasite

Radyoopasite, endodontik tamir ya da retrograd dolgu materyalleri olarak
kullanilan ve disiik kalinliklarda uygulanan malzemelerin kolay bir sekilde ayirt
edilebilmesi i¢in bu materyallerde bulunmasi gereken miihim bir 6zelliktir. Biodentine

materyaline radyoopasiteyi saglamak amaciyla zirkonyum oksit eklenmistir. [52]

Radyoopasite i¢in bu materyalin secilme sebepleri arasinda, biyouyumlu
olmasi, uygun mekanik 6zellikler gostermesi ve korozyon direncine sahip olmasi
sayilabilir [52]. MTA’ ’nin radyoopasitesinin 7.17 mm aliiminyuma esit oldugu [21],

Biodentine’nin radyoopasitesinin ise 3.5 mm aliiminyuma esit oldugu belirtilmistir

[2].
2.2.7. Renk Stabilitesi

Renk stabilitesi lizerine yapilan caligmalarda, bizmut oksit varlifi ve
materyalin porozitelerine yerlesen kanin ¢esitli Portland siman kaynakli materyallerin

renklenmesini indiikledigi gosterilmistir [34].

Biodentine’in renk stabilitesinin, MTA ile karsilastirildig ¢esitli caligmalarda
Biodentine’nin 6 aya kadar renk stabilitesini korudugu ve anlamli derecede daha az
renklenme gosterdigi sonucuna varilmistir [53-55]. Bunun yaninda Biodentine
kullanilan durumlarda, NaOCIl, klorheksidin ve kan varliginda klinik olarak fark
edilebilir renklenme olustugu tespit edilmistir [56, 57].

2.2.8. Mikrosizinti

Biodentine’in yiiksek pH degerine sahip oldugu, mineralizasyonu uyaran
kalsiyum ve silikon iyonlariin salinimina neden oldugu ve dentin- sement ara yiizii
boyunca ‘mineral infiltrasyon bolgesi’ diye adlandirilan bir tabakayi olusturdugu
bulunmustur [49]. Mineral infiltrasyon bolgesi daha iyi bir ortiileme kazandiran bir ara

tabakadir.

Rezin modifiye cam iyonomer siman ile Biodentine’nin sizdirmazlik
ozelliklerinin karsilastirildigr bir aragtirmada, bu iki materyalin benzer sizdirmazlik
ozelliklerine sahip oldugu bulunmustur. Bu aragtirmada, Biodentine’nin iyi marjinal

integrasyon oOzelligi, kalsiyum silikat materyalin yiizeyde hidroksiapatit kristalleri



olusturma yetenegine baglanmistir. Bu kristallerin 6zellikle materyal ve dentin
duvarlar1 arayiiziinde sizdirmazlik kabiliyetini artirdigindan s6z edilmistir. Ayrica
tiktiriikteki fosfat iyonlart ile kalsiyum silikat bazli materyal arasinda materyalin
ortiileme kabiliyetini artiran apatit depozitleri olusabilecegi de sdylenmistir. Ayrica
kalsiyum silikat simanlarin nano yapist ve sekillendirici jelin kiiglik yapisinin

sizdirmazlig1 saglayan faktorlerden biri oldugunun iizerinde durmuslardir [58].

Biodentine’nin rezin modifiye cam iyonomer simanla karsilastirildig: bagka
bir calismanin sonuglar1 da daha oOnce bahsedilen c¢alismanin sonuglarini
desteklemistir. Biodentine’nin rezin modifiye cam iyonomer simanin da kullanim
alan1 buldugu restorasyonlarda kaide materyali, aproksimal kavitelerde restorasyon
materyali, mine-sement smirinin altinda servikal destek olarak kullanilabilecegi

savunulmustur [59].

Biodentine, geleneksel cam iyonomer siman ve rezin modifiye cam iyonomer
simanin fiziksel ozelliklerinin karsilastirildigi bir aragtirmada, onceki ¢aligsmalarin
sonuglarinin aksine, kompozitin altinda kullanilan Biodentine’nin anlamli derecede

sizdirmaya sebep oldugu bulunmustur [47].
2.2.9. Baglanma Dayanimi

Biodentine’nin genellikle daimi restorasyonlardan dnce kavite tabaninda
kullanildig1 fikri g6z Onilinde bulundurularak, ¢esitli baglanma sistemleriyle

materyalin baglanma dayanimini degerlendiren ¢alismalar mevcuttur.

Bu alanda yapilan bir ¢aligmada, cam iyonomer siman ve Biodentine’ nin
siit disi ve daimi dis dentinine baglanma dayanimlari degerlendirilmis ve cam
iyonomer siman hem siit disi hem de daimi dis grubunda Biodentine’den anlamli
derecede daha yiiksek makaslama baglanma dayanimi gosterdigi tespit edilmistir.
Biodentine’nin baglanma dayanimi daimi ve siit disi gruplarn arasinda
karsilastirildiginda ise daimi dis grubunun daha yiiksek degerler gosterdigi
bulunmustur [60].

Bu konuda yapilan baska bir calismada, ¢esitli adeziv sistemlerini
kullanarak, Biodentine materyali ile kompozitin makaslama baglanma dayanimlarin

incelenmis ve 2 asamali self etch adeziv sistemler ile en yiiksek baglanma dayanimi
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degeri bulunmustur [61].

MTA ve Biodentine’nin baglanma dayanimmin karsilastirildigr bir
aragtirmada, arastirmacilar ¢esitli kompozit rezinler ve cam iyonomer simanlar ile
MTA ve Biodentine arasindaki baglanma dayanimini incelemislerdir. Bunun
sonucunda en yiiksek baglanma kuvveti metakrilat bazli kompozit rezin ile Biodentine
arasinda, en diisiik baglanma kuvveti ise MTA ve cam iyonomer siman arasinda
gbzlenmigtir. MTA ve Biodentine’nin caligmadaki diger restoratif materyallere

baglanma dayanimlar1 benzer degerlerde bulunmustur [62].

Farkli irrigasyon soliisyonlarinin Biodentine ve MTA’nin baglanma
dayanimina etkisini degerlendiren bir ¢aligmada, Biodentine’nin MTA’ya gore yiiksek

baglanma dayanimi gosterdigi gosterilmistir [63].
2.2.10. Biyouyumluluk ve Sitotoksisite

Perforasyon veya furkasyon tamiri, retrograd dolgu veya pulpa kaplama
malzemesi olarak kullanilan bir dental materyalin; pulpal ve periradikiiler hiicreler
tizerindeki toksik etkisinin Onlenmesi agisindan materyalin biyouyumluluk ve
sitotoksisite dzelliklerine dikkat edilmelidir [49]. Insan gingival fibroblast hiicreleri
kullanilarak, Beyaz MTA, Biodentine ve cam iyonomer simanin sitotoksisitelerinin
karsilastirildig bir ¢alismada, Biodentine ve MTA benzer 6zellik gostermis ve her iki
materyalin cam iyonomer simana gore daha az sitotoksik oldugu bulunmustur [64]. Bu
konuda yapilan ve fibroblast hiicrelerinin kullanildig1 baska bir ¢alismada, MTA ve

Biodentine’nin sitokin saliniminin benzer oldugu gézlenmistir [65].

Periodontal ligament fibroblastlar1 lizerinde yapilan baska bir ¢aligmada;
inkiibasyonun 24. saatinden sonra Biodentine’nin anlamli derecede daha az hiicre
canliligina neden oldugu gozlenirken (%73), 48-72. saatlerde ise %90’dan fazla hiicre
canliligt gozlenmistir [66]. Biodentine’nin sitotoksik etkisinin zamana  ve
konsantrasyona bagli oldugu bildirilmistir [49]. Ayrica Biodentine’nin baslangi¢
sitotoksisitesi yiiksek pH ile iliskilendirilmistir [67].

Periodontal ligament hiicrelerinin hayatta kalis1 ve ¢ogalmasiyla ilgili olarak
Biodentine’nin MTA ile karsilastirildiginda anlamli derecede daha iyi sonuglar

gosterdigi bulunmustur [68]. Bu sonuglar, Biodentine iceriginde daha az toksik
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radyoopasite saglayict ajan bulunmasina baglanabilmektedir [66].

Ayrica, Biodentine pulpa ile direkt temasta oldugunda, hiicrelerin
cogalmasini, migrasyonunu ve adezyonunu artirarak iyilesmede pozitif etki sagladigi

bilinmektedir [69].
2.2.11. Biodentine kullanim alanlari

Biodentine restoratif dis hekimliginde, ¢ocuk dis hekimliginde ve endodonti
alanlarinda dentin vekili olarak kullanim alan1 bulur. Kaybolan dentin hacminin yerine

konmasi i¢in kullanilabilir.

Biodentine’nin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir [70];

o Derin ve/veya genis ¢liriik koronal lezyonlarin restorasyonlari,

o Derin ve/veya genis servikal ve kok ciirliklerinin restorasyonlari,

o Direkt pulpa kaplamasi

. Indirekt pulpa kaplamasi

o Pulpotomi

J Kok kanal1 ve furkasyon perforasyonlarinin tamiri

o Eksternal rezorpsiyonlarin tamiri

o Perfore olmus internal rezorpsiyonlarin tamiri

o Rejeneratif endodonti

J Travma sonrasi pulpa a¢ilmasi durumunda apeksogenezis

o Apeksifikasyon

o Endodontik cerrahi esnasinda yapilan retrograd kok ucu
dolgulart
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2.3.BIYOAKTIF CAMLAR
2.3.1.Biyoaktif camlar ve ozellikleri

Insan viicudunun hasar gdrmiis kisimlarmin tamiri ve bu kisimlarmn
yeniden yapilandirilmasinda  kullanilan  materyaller — biyomateryal olarak
adlandirilmaktadir.  Biyomateryaller; metaller, seramikler, polimerler ve
kompozitlerin iginde yer aldig1 4 grupta incelenebilir. Seramikler biyomateryallerin
onemli bir boliimiinii olusturur ve bu alanda kullanilan seramikler biyoseramik olarak
adlandirilir [71]. Trikalsiyum fosfatlar, hidroksiapatitler, kalsiyum aluminatlar,
aliminalar, cam seramikler ve biyoaktif camlar biyoseramiklere Ornek olarak
verilebilir [72]. Biyoseramik materyal grubunda yer alan biyoaktif camlar, son yillarda

dis hekimliginde kullanim alan1 bulmaktadir.

Biyoaktif camlar, yapisindaki silika gruplarinin viicut igerisinde kalsiyum
ve fosfor iyonlar1 ile yer degistirmesi sonucu doku ve implante edilen materyaller
arasinda kimyasal baglanmanin gergeklestigi biyomalzemelerdir [6]. Dis hekimligi ve
ortopedi alanlarinda kullanilan bir biyomateryal grubudur. Bu camlar, biyoinert
durumdan insan viicuduna implantasyondan sonra giiclil bir cevabi stimule edebilecek

biyoaktif duruma modifiye edilmistir [73].

Biyoaktif camlar silika bazli materyaller olmanin yani sira doku sivilariyla
temas sonucu olusan kimyasal tepkimelerle dokularda hizlica baglanabilme
kabiliyetine sahiptir. Ayrica, ylizey aktif ozellikleri sebebiyle fizyolojik sivilarla
temasinda yiizeyde hidroksil karbonat apatit (HCA) tabakasi olusmasini saglayarak
kemik gibi canli dokulara baglanabilmektedir [6].

Biyoaktif camlar fizyolojik sivilarla temasa gectiginde; hizli iyon degisimi,
cam yiizeyinde silanol baglant1 olusumu, silikadan zengin bolge olusumu ile pH artisi,
soliisyondan Ca*? ve PO4* gociinii igeren, ayn1 zamanda apatit tabakasi olusumuna

yol agan bir tepkime serisi olusur [6].

Biyoaktif camlarin diger biyoaktif seramik ve cam seramiklerden farkli
olmasini saglayan esas Ozellik, kimyasal 6zelliklerinin ve dokulara baglanmalarinin
kontrol edilebilmesidir. Cesitli tibbi uygulamalar i¢in hedeflenen tiirde biyoaktif cam

tasarlamak olasidir. Ayn1 durum biyoaktif cam seramikler i¢in de sdylenebilir; fakat
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heterojen mikro yapilari sebebiyle daha sinirli sayida uygulama alanina sahiptir [74].

Biyoaktif camlarin siradan ticari camlardan kimyasal kompozisyon

acisindan farkli olmasina neden olan en 6nemli ii¢ faktor [75];
1- Diistik SiO; yiizdesi (%60’1n altinda),
2- Yiiksek NaxO ile CaO
3- Yiiksek CaO / P>Os oranidir.

Bu faktorlerin materyale kazandirdigi ozellik, materyal yiizeyinin sivi

ortamda oldukga reaktif olmasini saglamaktir [75].

Biyoaktif camlarin biyoaktivitesinin olduk¢a yiliksek oldugu sdylenebilir.
Yapay dig ortamlarda ve canli organizmada biyoaktiviteleri degerlendirilen biyoaktif
camlarin, ¢evre kemik dokulariyla giiclii baglar meydana getirdigi gozlenmistir.
Ancak, yogunlugu yliksek olan kemik ile karsilastirildiginda, diisiik kirilma direncine
sahip oldugu saptanmistir. Bu durum biyoaktif camlarin kullanim alanlarinin, diisiik

dayanim gerektiren tibbi uygulamalarla sinirli kalmasina sebep olmustur [76].

Biyoaktif camlarin esit oranda ¢ozilinerek yeni sekillenen dokuya katildigi,
milkemmel osteokondiiktif yetenegi sayesinde ve biyouyum ¢ergevesinde mezenkimal
kok hiicrelerin gogiine izin verdigi sdylenmektedir [77]. Bu sebeple, biyoaktif
camlarin  dis hekimliginde remineralizasyon ajani olarak kullanimi konusunda

arastirmalar yapilmistir [78-80].

Biyoaktif camlarin  biyoaktivitesinin  iki  mekanizmast  oldugu
diistiniilmektedir. Materyalin kemik ile baglantisinin, hasar gérmiis kemigin kollajen
fibrilleri ile etkilesen ve bir bag olusturan bir HCA tabakasinin olusumuyla
iligkilendirilmektedir [81]. HCA tabakasinin olusumu giiniimiizde oldukca iyi
anlasilmaktadir, ancak HCA-konak kemik ara yliziindeki biyolojik etkilesimler
hakkinda yeterli bilgi heniiz bulunmamaktadir. HCA tabakasina kemik dokusunun
baglanmasinin; protein adsorpsiyonu, kollajen fibrillerin eklenmesi, kemik oncii
hiicrelerin tutunmast, hiicre farklilagsmasi ve kemik ekstraseliiler matriksin atilimi ve

onu takiben ger¢eklesen mineralizasyonun sonucu oldugu diisiiniilmektedir [82].
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Osteogenez, camlarin ¢oziinme iriinlerinin osteoprogenitor hiicreler
tizerindeki hareketi sonucu yeni kemik biiylimesinin uyarilmasidir [82]. Bununla
birlikte HCA tabakasi ayni zamanda kemik yapici hiicrelerin yapismasi ve ¢ogalmasi

icin uygun bir yiizey saglamaktadir [6].

2.3.2. Biyoaktif cam materyalinde HCA (Hidroksikarbonat apatit)

tabakasinin olusum mekanizmasi

(Coziinme trtinlerinin birikimi, hem kimyasal bilesimin, hem de soliisyon
pH'inin yiizey alan1 saglanmasina ve HCA niikleasyonuna yardimci olacak sekilde

degismesine yol agar [83].

Biyoaktif cam materyali viicut dokularina uygulandiginda bir tepkime serisi
olusmaktadir. Bes ana asamadan olusan tepkime serisi; SiO; dagilimi, katyonlarin

erimesi ve degisimi, kalsiyum ve fosfatin ¢okelip apatit olusturmasini igerir [84].

I- Cam yiizeyindeki sodyum (Na) ve potasyum (K) iyonlar1 viicut
stvilarindaki hidrojen (H) ve HCO; ile yer degistirir.
Si-O-Na+H+OH------ Si-OH-+Na+OH

2- 1lk asamanin sonunda Na kayb: baz1 bélgelerde silika agmin hasarina
sebebiyet verir. Si(OH)4 formundaki ¢ozilinebilir silikanin hasariyla birlikte

cam ve viicut stvilar1 ara tabakasinda Si-OH formasyonu meydana gelir.

Si-O-Si+H>0--------- Si-OH+OH-Si

3- Kalsiyum fosfat tabakasinin olusumunda destek gdrevi olan SiO2’den
zengin tabaka cam ylizeyi Tlzerinde yeniden polimerize olur. Bu

polimerizasyonun ardindan amorf kalsiyum fosfat formasyonu meydana gelir.
4- Kalsiyum (Ca) ve fosfat (PO4) gruplar1 SiO; tabakasini gecer ve bu
tabakanin disinda CaO-P>Os’den zengin bir film tabakasi olusur. Olusan bu

tabakaya viicut sivilarinda ¢éziinen Ca ve POg katilir.

5- Viicut sivilarindan gelen ¢esitli anyonlarin katilmasiyla CaO-P2Os
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tabakasinin kristalizasyonu gerceklesir. Bunun sonucunda hidroksil, karbonat

ve florapatit gruplar1 olusur.

Cam bilesimi, HCA katmani olusumu ve kemik baglanma orani iizerinde en
biiylik etkiye sahip degiskendir. Esasen daha diisiik silika igerigi, daha az ¢dziinen

silika ag1 anlamina gelir [6].

Bu durum da materyal ¢6ziilmeye daha yatkindir ve yukarida listelenen asamalar
daha hizli gerceklesir. Biyolojik aktivitenin, camdaki silika ¢éziinmesinin aktivasyon

enerjisiyle direkt olarak iliskili oldugu gosterilmistir [85].
2.3.3. Biyoaktif cam iiretim yontemleri

Biyoaktif camlar, geleneksel ergitme yontemi ve sol-jel yontemi olmak
iizere iki yontem kullanilarak elde edilebilir: Biyoaktif camlarin bir kismi, klasik
ergitme yontemi ile hazirlanir; burada oksitler platin bir pota igerisinde yliksek
sicakliklarda (1300° C'nin istiinde) eritilir ve grafit kalip veya suda sondiiriiliir [86].
Sol-jel yontemi ise esas itibariyle oda sicakliginda silika nano pargaciklarini olusturur
ve birlestirir. Bu yontemde bilesim Onciillerini igeren bir ¢dzeltinin, bir jel olusturmak
izere polimer tiirli reaksiyonlara maruz kalacagi kimyasal bazli sentez yolu vardir

[86].
2.3.3.1. Sol-jel Yontemi

Seramik malzemelerin bir bucuk asirdan fazla bir siliredir liretimi igin
kullanilan sol-jel yontemi; aktif proteinler, gézenekli seramik malzemeler, organik
molekiiller dahil olmak {izere 1stya duyarli malzemelerin katilmasi i¢in olduk¢a uygun
ve basit araglar saglamasindan 6tiirii gittikge 6nem kazanmaktadir [87]. Inorganik-

organik hibritler olusturma yeteneginden dolay1 yillar i¢inde hizla geligmistir.

“Sol-jel”, biiytiik 6l¢lide inorganik polimerlerin sentezlendigi bir siireci ifade
etmektedir. "Sol", kolloidal parcaciklarin dagilimi; "Jel" ise solun bir araya
getirilmesiyle olusturulan birbirine bagh bir polimerik agdir [88]. Sol-jel yontemi
kullanilarak; ¢Ozeltinin  hazirlanmasi, jellesmesi ve ¢Oziiciiniin  sistemden
uzaklagtirilmasi ile cam, cam-seramik veya kompozit malzemeler iiretilebilmektedir

[89].
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2.3.3.1.1. Sol-jel Yonteminin Ozellikleri

Sol-jel teriminin bagka bir ifadeyle, jellerin kolloidal siispansiyonlardan ya
da sollardan iiretildigi genis bir iiretim siireci seklinde agiklanabilir. Isminden de
anlagilacagi tlizere, kolloidal siispansiyonun olusumu ve solun jellestirilmesi yoluyla
inorganik matrislerin iiretimi ve bu jelin kuruduktan sonra, "kuru jel" halini (kserojel)
almasini igerir [90]. Kserojelin olusturulmasindan sonra, istenen Ozelliklerin elde

edilebilmesi i¢in matris igine ¢esitli katki maddeleri eklenir.

Sol-jel islemi, su temel asamalardan olugmaktadir [91];

o On baslaticinin hidrolizisi
J Sol-jel aktif tiirlerinin alkol ya da su kondensasyonu
o Jelasyon
o Yaslanma
. Kurutma
J Yiiksek sicaklik uygulamasi
2.3.3.1.2. Sol-jel yonteminin avantajlari

Sol-jel yontemi kullanilarak iiretilen camlarin, klasik yontem kullanilarak

iiretilen camlara gore pek ¢ok avantaji mevcuttur [87]. Bunlar:

» Dabha diisiik ergime sicakliginda ve siiresinde ¢ok daha homojen bir yapiya
sahip cam malzemelerin {iretilebilmesi,

. Sol-jel yontemi ile yiiksek saflikta cam iiretiminin gergeklestirebilmesi,

. Daha diistik sicaklikta cam iiretiminin yapilmasiyla enerji sarfiyatinin,
buharlagmayla olusan kayiplarin ve hava kirliliginin ¢ok az olmasi,

* Sol-jel yonteminin gesitli bilesimlere uygulanabilmesi ve ayrica, yontemin
klasik cam ergitmede kullanilan sicakliklardan c¢ok daha diisiik sicakliklarda
uygulanabilmesinden dolay1, faz ayrimi ve kristalizasyonun gergeklesmesi nedeniyle
iiretilemeyen bilesimlerin elde edilmesi,

*  Jelin o6zellikleri sayesinde daha iyi cam iiriinleri olusumu,

. Filmler gibi 6zel {irtinlerin elde edilmesidir [87].

17



2.3.3.1.3. Sol-jel yonteminin dezavantajlari

*  Hammaddelerin yiiksek maliyeti,

. Uretim esnasinda biiziilmenin gergeklesmesi,

*  Artan kii¢lik gozenekler,

. Artan karbon,

. Organik ¢ozeltilerin sagliga zararh etkileri,

*  Uzun islem siiresi ve

*  Jel olusumu sirasinda, ¢ozeltiyi sabit viskozitede tutmada yasanilan

zorluklardir [87].
2.3.3.1.4. Sol-jel Yonteminin Uygulanmasi

Geleneksel seramik ve cam teknolojisi yiiksek sicaklikta gerceklesen
uygulamalardir [92]. Sol-jel yonteminde ise diisiik sicakliklarda camin gézenekliligi
kontrol edilebilmekte ve klasik yontem ile iiretilen camlara gore cok daha homojen bir
yaptya sahip cam malzemeler iiretilebilmektedir. Bu yontemde istenen oksitleri elde
etmek icin, yliksek safliktaki sivi organik baslaticilar belirli oranlarda karistirilir ve
tepkimenin gergeklesmesi saglanir. Elde edilen camdaki oksit oranlar1 sadece
baslangi¢ bilesenlerinin oranlarina baglidir [87]. Baslangi¢ maddeleri ¢ozelti olusturan
biitiin maddeler bu yontemde kullanilabilir. Sol-jel yonteminde oOncelikle uygun
baslangi¢c maddeleri kullanilarak ¢ozelti elde edilir. Daha sonra, diisiik sicaklikta
gerceklesen tepkimeler ile ¢cozelti kat1 bir jele doniisiir. Jele uygulanan kurutma islemi

ile camst yap1 elde edilir [92].
2.3.4. Biyoaktif camlarin kullanim alanlan

Biyoaktif camlar, ilk {iretiminden itibaren biyomedikal alanda kullanim
alam1 bulmustur. Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA, Food and Drug
Administration) tarafindan da onaylanan bu materyal ilk olarak orta kulak cerrahisinde
kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Tlk uygulamalarda daha sinirli kemik
replasmanlarinda tercih edilirken, daha sonra klinik uygulamalarda da kullanim alani

bulmustur [93].

Ortopedik implant veya medikal apareylerin yiizeyleri biyoaktif cam

partikiilleri ile kaplanarak, kemik doku ile kuvvetli bir kimyasal baglanti
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olusturulabilmektedir. Son yillarda yapilan calismalara gére biyoaktif camlar, doku
tamirini ve hatta yeniden olusturulmasini hedefleyen doku miihendisligi ve rejeneratif
tip alanlarinda da kullanilmaya baslanmistir. Biyoaktif camlarin kemik dokusundaki
hizli kemik olusumunu uyarmasi, bu materyalin dis sert dokular1 iizerinde oldukga

etkili oldugu fikrini ortaya koymaktadir [93].

Osteokondiiktif 6zellikte oldugu bilinen biyoaktif camlarin, dis dokularinda
da mineralizasyonu saglayabilecekleri diisiiniilerek, dis hekimliginde mineralizasyon

ajani olarak kullanilmalart konusunda ¢aligmalara yogunlasilmistir [79].

Periodontal kemik defektlerinde, kist bosluklarinin ve rezorpsiyonlarin
tedavisinde kullanilan kemik greftlerinin biyoaktif cam igerikli olanlari, dokulara
kimyasal olarak baglanma yetenekleri sayesinde diger greftlerden alloplastik greftlere

gore ustiinliik saglamaktadir [94, 95].

Biyoaktif cam ve MTA’nin ampiitasyon materyali olarak kullanildig1 bir
caligmada, bu materyallerin formokrezol ve hidroksiapatite gore daha basarili oldugu

sonucuna vartlmistir [96].

Biyoaktif cam materyali pulpa kaplamasi tedavilerinde de kullanim alani
bulmusgtur. Siit disleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, pulpa lizerine uygulanan
biyoaktif cam materyalinin, kalsiyum hidroksite gore daha basaril1 bir dentin kopriisii
olusumu sagladigi gézlenmistir [97]. Bu konuda yapilan bagka bir calismada, biyoaktif
camlarin pulpa hiicrelerinde odontoblastik farklilagsmay1 tetikledigi saptanmis ve bu
sonu¢ dogrultusunda bu materyalin dentin rejenerasyonunda kullanilabilecegi

sOylenmistir [98].

Biyoaktif camlarin doku sivilartyla temas ettiginde meydana getirdikleri pH
degisimi, arastirmacilar1 bu materyalin antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmeye

yoneltmistir [6, 99].

Dentin hassasiyetinde de kullanim alani bulan biyoaktif camlarin bu
alandaki caligma sistemi, agik dentin tiibiillerinde hidroksiapatit tabakasi olugmasini
indiikleyerek dentin tiibiillerini tikanmasini ve buna bagli olarak dentin hassasiyetinin
azalmasini saglamaktir [100]. Bu alanda yapilan bir diger ¢alismada da biyoaktif

cam igeren patlarin hassasiyet tedavisinde etkili oldugundan bahsedilmistir [101].
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Biyoaktif camlarin sert doku olugmasin1 uyarici etkisi, remineralizasyonun
artmasindaki destegi ve antibakteriyel ozelligi dis hekimliginde halihazirda olan
materyallerin yapisina katilarak, bu materyallerin 6zelliklerini gelistirme fikrini ortaya
cikarmistir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada biyoaktif camlarin kompozitlerin bazi

mekanik 6zelliklerini gelistirdigi saptanmistir [102].

Bildigimiz kadariyla literatiirde su ana kadar Biodentine materyaline biyoaktif
cam ilave edilerek yapilan yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Caligmada materyalin
biyoaktiflik o6zellikleri degerlendirilmis ve biyoaktif camlarin Biodentine’nin
biyoaktiflik 6zelligini artirdig1 ve materyalin yiizeyinde kristalin apatit olusumunu

hizlandirdig tespit edilmistir [9].
2.4. BIYOUYUMLULUK

Biyouyum; canli dokularla temas halinde bulunan bir restorasyon materyali
ya da implantin ¢evresindeki sert veya yumusak dokuda herhangi bir degisiklige ve
tepkiye neden olmadan kalabilmesi durumudur [103]. Bu durum, materyalin konak
cevabi1 olusturmamasi, materyalden herhangi bir {irlin saliniminin olmamasi, materyal
yiizeyinde yeni bir iirlin agiga ¢ikmamasi ve materyalin lokal ve sistemik ac¢idan

karsinojenik etkili olmamasini gerektirmektedir [103].

Dis hekimligi alaninda kullanilan materyallerin biyouyumluluklari su

kriterle degerlendirilebilir [ 104];

1. Pulpaya ve yumusak dokulara zararli olmamalidir.

2. Materyalden herhangi bir {iriin salinarak dolasim sistemine gegcmemeli ve
difiizyon yolu ile emilerek sistemik toksik cevaba yol agmamalidir.

3. Alerjik potansiyel cevap olusturacak bir icerigi olmamalidir.

4. Karsinojenik etkisi bulunmamalidir.

2.4.1. Biyouyumlulugun degerlendirilmesi

Biyouyumlulugu degerlendirmek icin kullanilan ydntemler, uluslararasi
standartlara  uygun  olarak  saptanmistir  [105]. Dental = materyallerin
biyouyumlulugunun degerlendirilmesinde kullanilan yontemler {i¢ alt grupta

siniflandirilmistir [106];
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1. In vitro testler
2. In vivo hayvan deneyleri

3. Insanlarda klinik ¢aligmalar

In vitro testler; LD50 agiz ici test, LD50 karin ici test, soluma testi,
hemolizis testi, ames testi, styles testi, dominant letal testi ve sitotoksisite testleri

olarak siniflandirilir [107].
2.4.1.1. Sitotoksisite testleri

Sitotoksisite testleri, test edilecek materyalin uygun goriilen hiicre
kiiltiirtindeki hiicrelerin biiyiime orani ve yapisal 6zelligi tistiindeki etkisinin negatif
ve pozitif kontrol gruplariyla karsilagtirilarak degerlendirildigi biyouyumluluk test
yontemidir [108]. Bu test yontemi ile hiicre membran biitlinliigii, hiicre miktar1 ve
biiylimesi, biyosentez ve enzim etkinligi, hiicre genetik materyali tizerindeki etkileri

degerlendirilebilir.
2.4.1.1.1. Sitotoksisite Testlerinin Avantajlar

Sitotoksisite testlerinin diger test yontemlerine gore avantajlari arasinda [105,

107, 109];

1. Hiicre metabolizmasinda 6zel olarak bir islevin degerlendirilebilmesi,

2. Kisa zamanda ¢ok miktarda 6rnegin ayn1 zamanda ekonomik olarak test
edilebilmesi,

3. Hesaplanabilir ve diger gruplarla karsilagtirilabilecek verilere ulagilabilmesi,

4. Test yontemlerinin tek tipte ayarlanabilmesi,

5. Kullanim testlerine gore daha hassas toksik madde degerlendirilme imkant

sunmasi sayilabilir.
2.4.1.1.2. Sitotoksisite testlerinin dezavantajlar
Sitotoksisite testlerinin bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Bunlar;

1. Kullanilacak her bir test i¢in bir tiir hiicre kullanilabilmesi,
2. Konak hiicrelerin kiiltiir hiicrelerinden farkli olmasi,

3. In vitro ortamda normal sartlarda organizmada bulunan bagisiklik sistemi ve
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inflamatuar sistem gibi igleyislerin bulunmamasidir [105, 107, 109].
2.4.2. MTT testi

MTT  (tetrazolium  tuzu, 3-[4,5-  dimethythiazol-2-yl]  2,5-
diphenyltetrazolium bromide) testi, bir hiicre popiilasyonundaki canli hiicrelerin sag
kalim ve ¢ogalma oranini saptamaya yarayan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir
[110]. Bu testin temeli, canli hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasina ait tetrazolyum
halkasini parcalama kabiliyetine dayanmaktadir [110]. Bu tepkime, mitokondriye ait
bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesiyle yakindan iliskilidir. S6zii
edilen tetrazolyum halkasinin parcalanmasiyla, soluk sar1 renkli MTT boyas1 sagliklt
hiicrelerde koyu mavi renge modifiye olurken, 6lii veya mitokondriyel faaliyetleri

bozulmus hiicrelerde herhangi bir modifikasyona ugramamaktadir [111].

1
y b2

Thiazoly| blue muom’

Thiazolylpjay Tetrazoll
ot Ching

Sekil 2.1: MTT soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan tiyazol blue

tetrazolyum bromid tozu

Testin hiicrelerin MTT boyas: ile etkilesiminden sonraki basamaklari,
presipite tepkime iirlinlerinin ¢oziiniir hale gelmesi ve olusan {iriiniin kolorimetrik
olarak ol¢iimiidiir. Bu testin avantaji hizli uygulanabilmesi ve herhangi bir radyoizotop

bulunmayisidir [112].

Bu prosediirde MTT substrati, fizyolojik olarak dengeli bir ¢ozelti icinde
hazirlanir, genellikle 0,2 — 0,5 mg / ml'lik bir konsantrasyonda kiiltiirdeki hiicrelere
eklenir ve 1-4 saat boyunca inkiibe edilir. Formazan miktari, bir spektrofotometre

kullanilarak 570 nm absorbanstaki degisiklikler kaydedilerek olgiiliir [113]. Aktif
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metabolizmasi olan canli hiicreler ~ MTT'yi mor renkli bir formazan {iriiniine

doniistiiriir ve maksimum emilim 570 nm' ye kadar ¢ikar. (Sekil 2.2)

—\ NADH NAD* —_
Br
N-N S 2 ; N—NH
LN S, = N\ N, .N_ S,
N\ >—cH, L/ N N >—CH.
N7 ) N~ N7 )
CH, CH;
MTT Formazan

Sekil 2.2. MTT ve renkli formazan iiriiniiniin yapist

Hiicreler oldiigiinde, MTT'yi formazana doniistiirme yeteneklerini
kaybederler. Boylece renk olusumu, sadece canli hiicrelerin bir gostergesi olarak islev
goriir. MTT'nin formazana indirgenmesinin tam hiicresel mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir, fakat muhtemelen NADH veya elektronlart MTT'ye aktaran benzer

indirgeyici molekiiller ile reaksiyonu kapsamaktadir [114].

MTT tetrazolyumun formazan {iriinii, hiicre yiizeyi i¢inde ve kiiltlir ortami
icinde birikmesinin yani sira, hiicrelerin i¢inde de ¢oziinmez bir ¢okelti olarak birikir

[113].

Formazan {iriiniiniin olusmasi, sadece aktif halde bulunan mitokondrinin
oldugu canli hiicrelerde meydana gelir. Bu nedenle formazan iiriinleri ile canli hiicre
sayist arasinda baglanti kurulmustur [115, 116]. Formazan kristalleri bir soliisyon
icinde ¢oziindiikten sonra ¢oziinen materyallerin optik yogunluklar1 spektrofotometre
ile Olciiliir. Bulunan spektrofotometre degerinin metabolizmalar1 aktif olan hiicre

sayist ile dogru orantili oldugu kabul edilir [117].

MTT'nin kiiltiirdeki hiicreler tarafindan formazana doniisiimii zamana

bagimlidir [113].

Daha uzun inkiibasyon siiresi renk birikimi ve bir noktaya kadar artan

hassasiyet ile sonuglanir. Bunun yaninda, inkiibasyon siiresi, bir sinyal olusturmak i¢in
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hiicreden enerji (NADH gibi esdegerleri azaltma) kullanan saptama reaktiflerinin

sitotoksik dogasi nedeniyle sinirlidir [113].
2.4.2.1. MTT test protokolii

1. Hiicreler ve her kuyucukta 100 pl son hacim igeren test edilecek bilesikler,
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda hazirlanir.

2. Istenen siire boyunca inkiibe edilir.

3. 0,45 mg/ml'lik bir son konsantrasyona ulagmak i¢in her bir kuyucuga 10 pl
MTT soliisyonu eklenir.

4. 1-4 saat boyunca 37° C'de inkiibasyon saglanir.

5. Formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 100 pl ¢oziici
soliisyon eklenir.

6. Tam ¢oziinmeyi saglamak i¢in karistirilir.

7. Son olarak 570 nm dalga boyunda absorbans (optik yogunluk) kaydedilir
[113].

Biodentine’nin  biyoaktivitesini ve bulundugu alanda olusturdugu
remineralizasyon 0Ozelligini artirabilmek adina biyoaktif cam materyali ile
modifikasyonu diisliniilebilir. [9] Literatiirde bu modifiye materyalin sitotoksik
ozelliklerini degerlendiren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinin amaci
biyoaktif cam nanoparcaciklar1 ile modifiye edilmis Biodentine materyalinin

sitotoksik 6zelliklerinin degerlendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez caligmasinda ticari olarak ulasilabilen Biodentine (Septodont,
Fransa) ve agirlikca %1 ve %2 oraninda biyoaktif cam ilave edilerek modifiye
edilmis ve farkli sertlesme siirelerine sahip (1, 3 ve 7 giin) Biodentine 6rneklerinin
sitotoksik oOzellikleri degerlendirildi. Tezde insan ve insana ait herhangi bir
biyolojik materyal kullanilmadigindan etik kurul onayina kurul kararinca gerek
duyulmamistir. Caligsma, 6.2017/24 bilimsel arastirma projesi (BAP) numarasi ile
Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Kurulu tarafindan

desteklenmistir.
3.1.Sol-jel yontemi ile biyoaktif cam elde edilmesi

Nano boyuttaki biyoaktif cam partikiillerinin iiretimi daha énce Hong ve
ark. [118] tarafindan anlatilan metotla saglanmaktadir. Biyoaktivitesi daha iyi olan
bir biyoaktif cam iiretiminin sentezi i¢in kullanilacak karisimda agagida gosterilen

molar kompozisyonu kullanildi;

58 Si0z: 40 CaO: 5 P,Os

Biyoaktif cam iiretimi asagida anlatildig1 bicimde devam etmistir;

Oda sicakligindaki 117 ml distile suyun igerisinde, 7,7 g agirhiginda Ca
(NO3)2 3H20 ¢oziilerek kalsiyum bazli bir soliisyon hazirlandi. Ardindan 9,7 ml
tetraetilortosilikat (TEOS 98%; Aldrich, St. Louis, ABD), 63,5 ml etanol igerisinde
seyreltilerek ikinci sollisyon hazirlandi ve bu karigima kalsiyum nitrat soliisyonu

eklendi. Elde edilen karisimin pH’1 sitrik asit yardimiyla 1-2’ye ayarlandi.

Bu saydam ¢ozelti, 1500 ml distile su ve 1,2 g NH4 H> P04 (May & Baker,
Ingiltere) karistirilarak olusturulan ¢dzeltiye, kuvvetli karistirma altinda yavasca
damlatilarak eklendi. Damlatilma islemi sirasinda pH’1n, sulu amonyak yardimi ile
yaklagik olarak 10'da tutulmasi saglandi. Karigim 48 saat boyunca karistirildi ve
oda sicakliginda yaslandirildi. Bu islemler, biyoaktif camla tepkimeye girmemesi

sebebiyle platin kroze igerisinde gerceklestirildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Biyoaktif cam {iretiminin gerceklestigi platin kroze

Olusan cokelti santrifiij (12,000 rpm) yardimi ile ayrildi (Sekil 3.2) ve
distile su ile ii¢ kez santrifiij-redispersiyon dongiisii ile yikandi. Ayrilan kati, 200
ml %?2'lik bir polietilen glikol (PEG, 10,000) ¢ozeltisi i¢inde dagitild1 ve 24 saat
boyunca karistirildi. Bu karisim, beyaz biyoaktif cam nanopartikiillerinin (Sekil
3.5) elde edilmesi amaciyla 700°C’ de 3 saat boyunca kalsinasyon islemine tabi

tutuldu (Sekil 3.3, Sekil 3.4).

Sekil 3.2. Biyoaktif cam {iretimi sirasinda ¢okeltinin ayrilmasi i¢in kullanilan

santrifiij cihazi
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Sekil 3.4. Biyoaktif cam materyalinin son firinlama islemi i¢in platin kroze

icerisinde firina yerlestirilmesi
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Sekil 3.5. Sol-jel yontemiyle elde edilen biyoaktif cam nanopartikiilleri
3.2. Materyallerin karakterizasyonu
3.2.1. Xsmlar kirinim difraktrometresi (XRD)

XRD, her bir kristalin fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine bagl olarak
X-sinlar karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanir. Biyoaktif cam
materyal grubundan bir Ornek segilerek XRD analizi gerceklestirildi. Secilen
numunelerin ylizeyleri ince taneli zzmpara kagidi kullanilarak parlatildi. X-151m1
difraktometresinde; Ni-filtreli Cu Koo ve 40 Kv ve 40 mA parametreleri kullanilarak
analiz gergeklestirildi. Materyallerin kristalin yapisi, materyal rotasyon hareketi
yaptig1 esnada bilinen bir dalga boyunda ve belli bir agiyla X-ray 1s1mm1 gegirerek
belirlendi. Tercih edilen oryantasyonun etkilerinin sinirli oldugundan emin olmak i¢in
orneklere rotasyon hareketi yaptirildi. Taramalar, 10°-80° 26 araliginda
gergeklestirilmistir. Materyal icerigindeki her bir bilesen, karakteristik kirmim
paternine sahiptir ve ¢esitli kimyasal bilesiklerden olusan sementdz materyallerde her
ornekte birden fazla pik noktasi olabilir. Faz tanimlamasi, ICDD veri tabanini
(International Centre for Diffraction Data, Newtown Square, PA, ABD) kullanan bir

arama-eslestirme yazilimi kullanilarak tamamlandi.
3.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu analizi (SEM-EDX)

Materyal oOrnekleri Polaron Sc7620 Sputter Coater (VG Microtech Inc.
Japonya) cihazi yardimiyla ince bir tabaka platin ile kaplanarak hazirlandi. 10,000 X
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biiylitmede materyal yiizeyleri ve morfolojileri incelendi. Materyallerin ylizeyinin
platin film tabakasi ile kaplanmasinin ardindan yiizeydeki sodyum, klor, oksijen,
potasyum, kalsiyum, fosfor ve silikon iyonlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla

orneklerin ti¢ farkli bolgesinden EDX analizi yapildi.
3.2.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR; molekiillerin titresme ve donme diizeylerinin uyarilmasi ile meydana
gelen sogurma bolgelerinin kayda gecirilmesi ile elde edilir. Materyal ornekleri bir
havanda doviilerek toz haline getirildikten sonra, 2-5 mg aralifinda materyal
orneklerine 100 mg potasyum bromid eklendi. Potasyum bromid ilavesinin ardindan

FTIR (Shimadzu IRAffinity-1; Shimadzu Corp, Kyoto, Japonya) ile analiz yapildu.
3.3. Nanokompozitlerin hazirlanmasi

Nano boyutlarda sol-jel yontemi kullanilarak iiretilen, molar kompozisyonu
588i0,:40Ca0:5P,0s> seklinde olan, 48-96 nm boyutlarinda biyoaktif cam
partikiilleri agirlikca sirasiyla 7 mg ve 14 mg (agirlikca %1 ve %2) olmak iizere
Biodentine kapsiiliine eklendi. Materyallerin agirliklar1 hassas terazi ile belirlendi

(Sekil 3.6).

1 Y YY) rS
e = S
‘ FESRDO0

Sekil 3.6. Biyoaktif camin agirliginin dl¢iildiigii hassas terazi
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Elde edilen Biodentine ve biyoaktif cam toz karistmi kuru olarak
amalgamatdrde 30 sn boyunca karistirildi. Biodentine (Sekil 3.7), iiretici talimatinda
belirtildigi iizere, toz karisima 5 damla Biodentine likit eklendi. Bu karisim da
amalgamatdrde 30 sn boyunca karistirildi (Sekil 3.8) ve sonugta agirlikea %1 ve %2

biyoaktif cam i¢eren nanokompozitler elde edildi.

Sekil 3.7. Biodentine

Sekil 3.8. Orneklerin karistirilmasinda kullanilan amalgamator
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Calismada degerlendirilmek iizere biri kontrol grubu olmak lizere 3 deney

grubu olusturuldu;
Grup 1: Agirlik¢a %1 biyoaktif cam ile modifiye edilen Biodentine (BD+ %1 BAC)

Biodentine toz kapsiiline 7 mg biyoaktif cam eklenerek elde edilen
Biodentine materyali, iiretici talimatlarma bagl kalinarak, toz kismin yer aldigi
kapstile 5 damla likit eklendikten sonra, amalgamatdrde 30 sn boyunca karistirilarak
hazirlandi. Elde edilen karisgtm 5 mm ¢apinda ve 2 mm yiiksekliginde polietilen
kaliplarda disk haline getirildi ve baglangi¢ sertlesme reaksiyonlarinin tamamlanmasi

saglandi.
Grup 2: Agirlikga %2 biyoaktif cam ile modifiye edilen Biodentine (BD+ %2 BAC)

Biodentine toz kapsiiline 14 mg biyoaktif cam eklenerek elde edilen
Biodentine materyali, iiretici talimatlarma bagl kalinarak, toz kismin yer aldigi
kapstile 5 damla likit eklendikten sonra, amalgamatdrde 30 sn boyunca karistirilarak
hazirlandi. Elde edilen karisgtm 5 mm ¢apinda ve 2 mm yiiksekliginde polietilen
kaliplarda disk haline getirildi ve baglangi¢ sertlesme reaksiyonlarinin tamamlanmasi

saglandi.
Grup3: Biodentine (Kontrol grubu) (BD)

Biodentine, iiretici talimatlarina bagli kalinarak, toz kismin yer aldig
kapstile 5 damla likit eklendikten sonra, amalgamatdrde 30 sn boyunca karistirilarak
elde edildi. Ardindan 5 mm ¢apinda 2 mm yiiksekliginde polietilen kaliplarda haline

getirildi ve baslangi¢ sertlesmesinin tamamlanmasi saglandi.

Gruplar olusturulduktan sonra sitotoksisite testi i¢in her bir deney grubu kendi

icinde 1 giinliik, 3 giinliik ve 7 giinliik sertlesen olmak iizere 3 alt gruba ayrildi.

Tiim deney gruplarinda materyal Ornekleri baglangic sertlesme tepkimeleri
tamamlandiktan sonra 37°C ve %100 nemli ortamda 1 giin, 3 giin ve 7 giin olmak

iizere inkiibasyonu saglandi.

Indirekt sitotoksisite testinin uygulanmasi asamasinda; 1, 3 ve 7 giinliik
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sertlesen materyal gruplarinin hepsi, her grup ayr1 ayri olmak iizere hiicre ile muamele

stireleri gozetilerek (24 ve 48 saat) 2 alt gruba daha ayrildi.
3.4. Materyallerden eluat elde edilmesi

Sitotoksisite degerlendirmelerini yapmak {izere, her bir grupta 10 materyal
diski 24 saat, 10 materyal diski ise 48 saat hiicre ile muamele edilecek sekilde her bir
grup icin 20 adet materyal 6rnegi hazirlandi. Sertlesme siireleri (1, 3 ve 7 giin) ve
materyal cesitliligi (BD, BD + %1 BAC, BD + %2 BAC) goz oniine alindiginda
toplam 180 adet 6rnek olusturuldu.

Materyallerin baslangi¢c sertlesmeleri tamamlandiktan sonra, her bir
materyalin her iki yiizii de 20 dk boyunca UV 1s181na maruz birakilarak steril kosullara
gelmesi saglandi (Sekil 3.9). Steril edilen ornekler, ¢aligmada planlanan sertlesme
stireleri (1, 3 ve 7 gilin) boyunca 37°C, %5 CO; oranina sahip steril inkiibatorde
bekletildi.

Sekil 3.9. Orneklerin UV 15181 altinda sterilizasyonu

Sertlesme siireleri tamamlanan Ornekler, eluat elde edilmek iizere,
inkiibatorden alinarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina aktarildi (Sekil 3.10).
Hazirlanan hiicre kiiltiir medyasi (%10 FBS ve %]1 penisilin + streptomisin i¢ceren 1x
DMEM) her bir kuyucuga eklendi. Bu medya ile muamele edilen 6rnekler %5 CO:
oranina sahip inkiibatorde steril sartlarda 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

32



Sekil 3.10. Orneklerin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina yerlestirilmesi

Inkiibasyon sonrasi materyallerin i¢inde bulundugu eluatlar pipet yardimiyla
toplanarak, daha once hiicrelerin ekilmis oldugu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabina
alindi (Sekil 3.11). Hiicrelerin bulundugu hiicre kiiltiir kabina, 100 pl eluat ve 100 pl

hiicre medyasi olacak sekilde, 1:2 konsantrasyon elde edildi.

Sekil 3.11. Hiicre kiiltiir medyasinin 6rneklerin {izerine eklenmesi
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3.5.Hiicre kiiltiirii

3T3L1 fibroblast hiicreleri ATCC (Manassas, VA, ABD)’den temin edildi. Hiicre
kiiltiiri caligmalari, rutin olarak laboratuvarda uyguladigimiz aseptik kosullar (37°C,
%35 CO2’li ortam) kullanilarak yapildi. Hiicre besi yeri olarak DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) soliisyonu kullanildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. 1x DMEM hiicre kiiltiir besi yeri

DMEM soliisyonuna %10 FBS, 100 iinite / ml penisilin ve 100 mg / ml
streptomisin ilave edilerek uygun besi ortami olusturuldu. Olusturulan besi yeri,
kullanim stiresince +4°C’de muhafaza edildi. Hiicreler; T- flasklarda, %96 nem
oranina sahip inkiibatorde biyiitiildii. Hiicrelerin gelisimi, her giin mikroskop ile
gozlemlendi (Sekil 3.13, Sekil 3.14) ve besi yerleri yenilendi. Steril kiiltiir flasklarinda
biiytitiilen hiicreler, %80 yogunluga ulastiklarinda 6nce 1x PBS ile yikanarak, Tripsin-
Etilen diamin tetraasetik asit (Tripsin-EDTA) yardimiyla flaskin yiizeyinden kaldirildi

ve yeni flaska aktarildi. Bu sekilde hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi.
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Sekil 3.13. Besiyeri igerisindeki 3T3 hiicrelerinin mikroskop altinda incelenmesi

Sekil 3.14. Materyal eluatlarina eklenmeden 6nce flask tabanina yapismis

durumda besiyerinde bulunan 3T3 hiicrelerin mikroskop altindaki goriintiisii

(10X biiyiitme)
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Hiicrelerin sayimlarinin yapilabilmesi i¢in, tripan mavisi soliisyonu kullanildi.
Hiicrelerin yapistiklar ylizeyden kaldirilmasiyla elde edilen hiicre peleti, dondurma
medyumu (1x DMEM + %20 FBS + %10 DMSO) ile karigtirilarak hiicrelerin
dondurulmasi saglandi. Ardindan 2 ml’lik steril cryo tiiplere aktarilarak kademeli

olarak donduruldu ve siv1 azot tankinin igerisinde saklandi.
3.6.Sitotoksisitenin degerlendirilmesi

Bu caligmada hiicre canliliginin degerlendirilmesi bir tetrazolyum tuzu olan
MTT testi ile yapilmistir. Bu tuz canli olan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
stiksinat dehidrogenaz enzimine 6zgiidiir ve bu enzimin MTT boyasinin tetrazolyum
halkasin1 parcalayarak su ile ¢oziinmeyen formazan tuzlari olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Bu olusum sadece aktif mitokondrisi olan canli hiicrelerde
goriilmektedir ve suda ¢oziinmeyen formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziilerek

spektrofotometrede o6lgiilmesi ile elde edilen deger canli hiicre sayisini gostermektedir.

MTT ayiract 1518a duyarli oldugundan dolayr deneyler dogrudan i1sik
almayacak sekilde gergeklestirildi.

3T3L1 hiicrelerinin yer aldiklart flaskin ylizeyinden kaldirilmalarinin
ardindan, olusan hiicre slispansiyonu santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Pelet,
Ix DMEM’de resiispanse edildi. Resilispansiyon isleminin ardindan, 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kabina, 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler ekildi ve inkiibatorde
37°C sicaklikta gece boyu bekletildi.

Bu esnada MTT testinde kullanilmak iizere, olusturulan 6rneklerin her birinin
200 ul DMEM soliisyonunda bekletilmesi sonucu eluatlar elde edildi. Deney i¢in her
kuyucuktaki hiicre 200 ul besiyerinde siispanse edildi.

Ikinci giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma 100 ul besiyeri ve 100 pl eluat
olmak tiizere MTT analizine uygun sekilde yerlestirildi ve 24 saat boyunca
inkiibasyonu saglandi. Hiicre kiiltiir kabinin yerlesim planlamast Sekil 3.15 ‘te

gosterilmistir.
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Sekil 3.15. Bu ¢alisma i¢cin MTT testi oncesi 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin

yerlesim planlamasi
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Sekil 3.16. MTT testi oncesi materyallerden elde edilen eluatlarin ve
hiicrelerin 6nceden olusturulmus yerlesim plani dahilinde hiicre kiiltiir kabina

eklenmesi

Ucgiincii giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarmnin her kuyucuguna 5 mg / ml
sekilde PBS igerisinde hazirlanan MTT soliisyonundan (Acros Organics, ABD) (Sekil
3.17, Sekil 3.18) 50 pul eklenmistir ve 4 saat inkiibatorde bekletildikten sonra,
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tizerlerine 100 pul DMSO eklenip formazan kristalleri ¢oziilerek, spektrofotometre ile

570 nm’de 6l¢iimii yapildi (BioTek Instruments, ABD) (Sekil 3.19, Sekil 3.20).
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Sekil 3.17. MTT soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan %98’lik tiyazol blue

tetrazolyum bromid

.

Sekil 3.18. MTT soliisyonun hazirlandiktan hemen sonraki goriintiisii
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Sekil 3.19. Kuyucuklara MTT soliisyonu eklendikten sonra hiicre kiiltiir kabinin

goruntisu

Sekil 3.20. Optik yogunlugun dl¢iimiinde kullanilan spektrofotometik okuyucu
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Her bir madde i¢in 6l¢iim en az 2 kere tekrar edildi ve ulasilan optik yogunluk
degerleri, kontrol medyumunun optik yogunluk degeriyle kiyaslanarak
konsantrasyona bagl karsilagtirma yapildi. Kontrol medyumunun gostermis oldugu
optik yogunluk degerinin, %100 hiicre canliligin1 ifade ettigi varsayildi. Bunun

sonucunda rolatif yiizde hiicre canlilig1 tespit edildi.
3.7. Verilerin Toplanmasi ve Istatistiksel Degerlendirme

%99 giiven araliginda, %5 duyarlilia sahip olacak sekilde basit tesadiifi

ornekleme yontemi kullanilarak, 6rnek biiytikliigi belirlendi.

Tiim istatistiksel analizler i¢in bir bilgisayar paket programi kullanildi (SPSS,
Windows 21.0). Olgiime dayali verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile aragtirildi. Materyal sitotoksisitelerini gdsteren, yiizde hiicre canlilig1 degerleri
normal dagilima uygunluk gostermediginden bu veri tilirline parametrik olmayan

testler uygulandi. Veriler ortanca (%25-%75) olarak verildi.

Giin bazinda gruplar aras1 karsilastirmalar bagimsiz gruplarda Kruskall Wallis
testi ve Mann Whitney-U testi, bagimli gruplarda ise Wilcoxon testi ile degerlendirildi.
Grup i¢i glinler aras1 karsilastirmalarda Friedman testi, Wilcoxon testi ve Bonferroni
Diizeltmeli Wilcoxon testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
belirlendi (Bonferroni Diizeltmeli testlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi ise “p<0,05/

karsilastirma sayis1” olarak belirlendi).
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada agirlik¢a farkli yiizdelerde (%1 ve %2) biyoaktif cam
nanoparcaciklart ile modifiye edilmis Biodentine materyalinin sitotoksik ozellikleri

degerlendirildi.

4.1. Materyal Karakterizasyonu ile flgili Bulgular

Biodentine ve biyoaktif cam materyallerinin kompozisyonlar1 hakkindaki

veriler Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Materyal Kompozisyon
Biodentine 3Ca0.Si0,, 2Ca0.Si0,, CaCO3, ZrO>
Biyoaktif cam 58 mol. % Si03, 40 mol. % CaO, 5 mol. % P20s

Tablo 4.1. Caligmada kullanilan materyallerin kompozisyonlar1

4.1.1. SEM-EDX Bulgularn

Biodentine, biyoaktif cam ve agirlik¢a farkli yiizdelerde biyoaktif cam ile
modifiye edilmis Biodentine materyallerinin SEM-EDX grafikleri (Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4) ve elemental igeriklerinin agirlikca ylizde degerlerinin
gosterildigi tablolar (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5) asagida verilmistir.

41



B spectrum 2813
Wt o

Ca 537 10
241 10
156 06
6.6 04

O =1~ |Ca
sil ICl

Ca
| W § - - -
L LN L L D I I O U U U AN LU U B I A I AL I BB |

ey

Sekil 4.1. Biodentine materyaline ait SEM-EDX bulgulari

Elemental icerik Agirhkea Yiizde (%)
Kalsiyum 53,7
Oksijen 24,1
Klor 15,6
Silikon 6,6

Tablo 4.2. Biodentine materyaline ait SEM-EDX analizi sonucu elde edilen

elemental icerik ve yiizdeleri
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Sekil 4.2. Biyoaktif cam materyaline ait SEM-EDX bulgular1

Elemental icerik Agirhkea Yiizde (%)
Oksijen 28,1
Silikon 22,0
Kalsiyum 21,8
Klor 13,6
Fosfor 8,7

Tablo 4.3. Biyoaktif cam materyaline ait SEM-EDX analizi sonucu elde edilen

elemental icerik ve yiizdeleri
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Sekil 4.3. Agirlikca %1 biyoaktif cam materyali ile modifiye edilmis Biodentine
materyaline ait SEM-EDX bulgular1

Elemental icerik Agirhkea Yiizde (%)
Kalsiyum 61,6
Oksijen 33,3
Silikon 3,1
Klor 1,9

Tablo 4.4. Agirlik¢a %1 biyoaktif cam ile modifiye edilmis Biodentine materyaline

ait SEM-EDX analizi sonucu elde edilen elemental icerik ve yiizdeleri
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Sekil 4.4. Agirlikca %2 biyoaktif cam materyali ile modifiye edilmis Biodentine
materyaline ait SEM-EDX bulgulari

Elemental icerik Agirhkea Yiizde (%)
Kalsiyum 55,2
Oksijen 31,4
Silikon 9,2
Klor 2,2

Tablo 4.5. Agirlik¢a %?2 biyoaktif cam ile modifiye edilmis Biodentine materyaline

ait SEM-EDX analizi sonucu elde edilen elemental icerik ve yiizdeleri
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4.1.2. SEM Analizi Goriintiileri

Biodentine, biyoaktif cam ve agirlikca farkl ylizdelerde biyoaktif cam ile
modifiye edilmis Biodentine materyallerinine ait SEM analizi goriintiileri Sekil 4.5,

Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

8 %37

SEl  150kV  X5000 1um WD 27.4mm

TUBITAK SEl 15.0kv X10,000 Tum

Sekil 4.6. Biodentine materyalinin SEM goriintiisii (X10,000)
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TUBITAK SEI 15.0kY  X1,000 10um WD 27.4mm

TUBITAK SEI 15.0kY X10,000 1um WD 27.4mm

Sekil 4.8. Agirlik¢a %1 biyoaktif cam nanopartikiilleriyle modifiye edilmis
Biodentine materyalinin SEM goériintiileri (X10,000)

*Ok ile igaretli alanlarda biyoaktif cam partikiilleri izlenmektedir.
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TUBITAK CSEI 150KV X10000  Tgm . WD 28.0mm

Sekil 4.9. Agirlikga %2 biyoaktif cam nanopartikiilleriyle modifiye edilmis
Biodentine materyalinin SEM goériintiileri (X10,000)

*QOk ile igaretli alanlarda biyoaktif cam partikiilleri izlenmektedir.
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4.1.3. XRD Analizi Bulgular

XRD, her bir kristalin fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine bagli olarak
X-sinlart karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanir. Elde edilen
biyoaktif cam nanomateryalinin X 1s1n1 kirimim analizi incelendiginde (Sekil 4.10)
sintigrasyon ile Ca-Si-P atomlarindan olugmasi beklenen kristale ait kirinim pikleri
25.8, 31.8 ve 32.9 derecelerde karekteristik olarak goriilmektedir. Bu analiz ile elde
edilen veriler Valenzuela ve ark.’nin calismasindaki veriler ile dogrulanmaktadir

[119].
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Sekil 4.10. Biyoaktif cam materyalinin XRD analizi
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4.1.4. FTIR Analizi Bulgular

FTIR; molekiillerin titresme ve donme diizeylerinin uyarilmasi ile meydana
gelen sogurma Dbdlgelerinin  kayda gecirilmesi ile elde edilir. Calismada
degerlendirilen materyallerin FTIR analizi Sekil 4.11° de goriilmektedir. Burada yap1
icerisinde bulunan Ca, Si, P ve O atomlarinin yaptig1 baglarin sogurma bandlari
mevcuttur. Buna gore 1095 cm !’ de goriilen pik Si-O-Si bagina ait titresim bandi, 959
cm’de ise Si-O-Ca bagina ait titresim bandlar1 gozlenmektedir. Grafikte izlenen 1028
cm’deki titresim bandi ve 602 cm’!, 565 cm™’deki ¢ift bantlar fosfat gruplarmmn
esneme titresimleri ile meydana gelmistir. 1600-400 cm™ dalga boyu araliginda
gosterilmistir. Biodentine ve modifiye Biodentine materyallerinin (%1 ve %2
biyoaktif cam igeren Biodentine) spektrumlari, birbirine yakin pik degerleri gdsteren

bantlar sunmustur. Bu veriler Xia ve ark.’nin ¢aligmasindaki veriler ile ortiismektedir.

[120]

Transmittance (%)

| T | T T |
1600 1400 1200 1000 800 600 400

-1
Wavenumber cm

Sekil 4.11. Calismada kullanilan materyallerin FTIR analizi
*(BD: Biodentine, BAC: Biyoaktif cam)
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4.2. Farkh Materyal Eluatlarinin, Sertlesme Siirelerinin ve Hiicre
Muamele Siirelerinin Hiicrelere Olan Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasina

ait Bulgular

Farkli materyal eluatlarinin sitotoksisite degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. (p>0,05)

Sertlesme siirelerine gore sitotoksisite degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik vardir. (p<0,05)

Hiicreyle muamele siiresine gore sitotoksisite diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik vardir. (p<0,05)

Tablo 4.6. Yiizde (%) hiicre canlilig1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

GRUPLAR
ZAMAN
BD BD + %1 BD + %2
24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT
L GUN 46,40 58,46 46,11 57,65 45,11 54,04
. (41,63- 53,39) (50,31- 65,68) (41,22-52,09)  (49,64- 65,56) (37,70- 55,12) (49,43- 66,78)
3.GUN 72,58 86,33 74,04 81,69 72,12 80,99
. (64,20- 77,94) (80,52 89,46)  (65,22-75,87)  (76,92- 83,46)  (66,81-79,67) (75,37- 83,28)
2 GUN 75,96 89,15 73,39 84,67 74,71 83,49

(67,76- 81,80)  (78,05- 95,58)  (64,80-80,97)  (75,61-91,50)  (70,24- 76,31)  (70,32- 94,87)

*Veriler ortanca (%25-%75) olarak verildi.
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Tablo 4.7. Hiicre canlilig1 degerleri i¢in gruplar arasi karsilastirmalar

GUNLER
p degeri
KARSILASTIRMA
1.GUN 3.GUN 7.GUN
24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT

(BD)-(BD+%1) 0,853 0,912 0,912 0,190 0,684 0,280

(BD)-(BD+%2) 0,650 0,880 0,940 0,143 0,912 0,290
(BD+%1)-(BD+%2) 0,545 0,940 0,684 0,529 0,650 0,739

*: p<0,016 ise Istatistiksel olarak anlaml fark var.
Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi

Tablo 4.8. Grup i¢i giinler arasi karsilastirmalar

GRUPLAR
p degeri
KARSILASTIRMA
BD BD + %1 BD + %2
24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 24 SAAT 48 SAAT
1. GON-3.GUN 0,005* 0,037 0,005* 0,005* 0,005* 0,005*
1.GUN-7.GUN 0,007* 0,005* 0,007* 0,005* 0,007* 0,005*
3.GUN-7.GUN 0,575 0,005* 0,878 0,386 0,799 0,878

*: p<0,016 ise Istatistiksel olarak anlaml fark var.
Bonferroni Diizeltmeli Wilcoxon testi
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Tablo 4.9. Grup ici 24 saat — 48 saatlik hiicreyle muamele siireleri arasi karsilagtirmalar

GRUPLAR
ZAMAN p degeri
BD BD + %1 BD + %2
1. GUN 0,019* 0,019* 0,041*
3.GUN 0,001* 0,034* 0,023*
7.GUN 0,070 0,052 0,315

*: p<0,05 ise Istatistiksel olarak anlamli fark var.
Wilcoxon testi istatistiksel olarak anlamli fark var.

Yukarida verilen sonuglarin detayli agiklamasi asagida detaylandirilmistir;

Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD grubunda farkli sertlesme siireleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Anlamliligin
hangi giinden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan test sonucunda, sertlesme stiresi 1
giin olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3 giin ve 7 giin sertlesme siiresine sahip
gruplardan anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ug giin ve 7 giin sertlesme
stiresine sahip olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir

(p>0,05).

Hiicreyle muamele siiresi 48 saat olan BD grubunda farkli sertlesme siireleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Anlamliligin hangi
giinden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan test sonucunda sertlesme siiresi 1 giin
olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3. gilin ve 7. glin gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bu deney grubunda da 3 giin ve 7 giin sertlesme siiresine sahip

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD + %1 BAC materyalinde farkli
sertlesme siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p<0,05). Anlamliligin hangi gilinden kaynaklandiginin tespiti ig¢in yapilan test
sonucunda sertlesme siiresi 1 giin olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3. giin ve 7. glinden

anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). BD grubunda oldugu gibi BD+%1 BAC
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grubu icinde 3 gilin ve 7 giin sertlesme siiresine sahip gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).

Hiicreyle muamele siiresi 48 saat olan BD + %1 BAC grubunda farkli sertlesme
stireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
Anlamliligin hangi giinden kaynakladigimin tespiti ig¢in yapilan test sonucunda
sertlesme siiresi 1 giin olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3. giin ve 7. giin gruplarindan
anlamli sekilde yliksek bulunmustur (p<0,05). Daha 6nce bahsedilen gruplarda oldugu
gibi bu deney grubunda da 3 giin ve 7 giin sertlesme siiresine sahip gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,05).

Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD + %2 BAC grubunda farkli sertlesme
siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
Anlamliligin hangi giinden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan test sonucunda
sertlesme siiresi 1 giin olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3. glin ve 7. giinden anlamli
sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sertlesme siiresi 3 giin ve 7 giin olan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).

Hiicreyle muamele siiresi 48 saat olan BD + %2 BAC grubunda farkli sertlesme
stireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
Anlamliligin hangi giinden kaynakladigimin tespiti ig¢in yapilan test sonucunda
sertlesme stiresi 1 giin olan grubun sitotoksisite diizeyi, 3. giin ve 7. giin gruplarindan
anlamli sekilde yliksek bulunmustur (p<0,05). Bu deney grubu i¢in de sertlesme siiresi
3 giin ve 7 giin olan deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir (p>0,05).

Sertlesme siiresi 1 giin olan BD grubu i¢in; hiicreyle muamele siiresi 24 saat ve
48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD materyalinin sitotoksisite diizeyi, muamele

stiresi 48 saat olan gruba gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Sertlesme siiresi 3 giin olan BD grubu i¢in; hiicreyle muamele siiresi 24 saat ve
48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmistir (p<0,05).
Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD grubunun sitotoksisite diizeyi, muamele

stiresi 48 saat olan gruba gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
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Sertlesme siiresi 7 giin olan BD grubu i¢in; hiicreyle muamele siiresi 24 saat ve

48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05).

100%] - | | Ei4 saat

8 saat
I l
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I | ]
1. giin 3. giin 7. giin

Sekil 4.12. Biodentine (BD) materyal grubuna ait kutu grafigi

*#*% Bloklar birlestiren renkli ¢izgiler gruplari temsil eden bu bloklar arasinda anlaml fark oldugunu
gostermektedir.

Sertlesme siiresi 1 giin olan BD + %1 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmistir (p<0,05). Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD + %1 BAC grubunun

sitotoksisite diizeyi, 48 saat olan gruba gore anlamli diizeyde yliksek bulunmustur.

Sertlesme siiresi 3 giin olan BD + %1 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmigtir (p<0,05). Muamele siiresi 24 saat olan BD + %1 BAC grubunun

sitotoksisite diizeyi, 48 saat olan gruba gore anlamli diizeyde yliksek bulunmustur.
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Sertlesme siiresi 7 giin olan BD + %1 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.13. Agirlikca %1 biyoaktif cam i¢eren Biodentine (BD + %1 BAC)

materyal grubuna ait kutu grafigi.

*#% Bloklar1 birlestiren renkli ¢izgiler gruplari temsil eden bu bloklar arasinda anlaml fark oldugunu

gostermektedir.

Sertlesme siiresi 1 giin olan BD + %2 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmistir (p<0,05). Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD + %2 BAC grubunun
sitotoksisite diizeyi, 48 saat olan gruba goére anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur

(p<0,05).

Sertlesme siiresi 3 giin olan BD + %2 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
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siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmigtir (p<0,05). Hiicreyle muamele siiresi 24 saat olan BD + %2 BAC
grubunun sitotoksisite diizeyi, 48 saat olan gruba gdre anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0,05).

Sertlesme siiresi 7 giin olan BD + %2 BAC grubu igin; hiicreyle muamele
siiresi 24 saat ve 48 saat olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0.05).

% 4 saat
100%
° hﬁS saat

80%

% HUCRE CANLILIGI

60%

40%

&

20%

0%

| | |
1. giin 3. giin 7. giin

Sekil 4.14. Agirlikga %?2 biyoaktif cam iceren Biodentine (BD + % 2 BAC) grubuna
ait kutu grafigi

*#% Bloklari birlestiren renkli ¢izgiler gruplar temsil eden bu bloklar arasinda anlaml fark oldugunu
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Dis hekimliginde kullanilan biyomateryallerin etkilerini daha iyi
gosterebilmenin en 6nemli gerekliligi uygulandiklar1 alandaki ev sahibi dokuyla
biyouyum gostermeleridir [121, 122]. Biyomateryallerin klinik basarisi, gerekli hiicre

ve doku cevabinin iiretilmesine olanak saglama kabiliyetlerine baglidir [66].

Apikal cerrahi sonrasi yapilan kdk ucu dolgusu gibi doku ile temasa izin veren
uygulamalarda kesin basari, kesik kok ucu ylizeyinin iizerini orten fonksiyonel
periodontal atagsman baglantisinin rejenerasyonuna dayanir [123]. Bu hedefe ulagsma
yolunda tavsiye edilen biyomateryalin, sadece bakteri ve bakteri iiriinlerinin gegisini
onlemekle kalmayip, ayn1 zamanda yiizeyinde normal periodonsiyum gelisimine izin
vermesi gerekir [66]. Ideal olarak, biyomateryal neme gegirgen, koroziv, toksik
olmamali; antibakteriyal, manipiilasyonu ve adaptasyonu kolay, radyoopak ve en

onemlisi biyouyumlu olmalidir [124, 125].

Dental materyallerin biyouyumlulugu, énemli bir enflamatuar cevaba yol
acmadan iyilesmeye olanak saglamasi i¢in gereklidir. Biyouyumlu materyal, herhangi

bir enflamatuar cevaba neden olmadan diisiik toksisite gostermelidir [126].

Dis hekimliginde, 6zellikle dentin, pulpa, periodontal ve periapikal dokular ve
oral mukoza gibi canli dokularla uzun siire temasta kalan materyallerin, klinik
uygulamasina gecilmeden evvel ¢evre dokularda olusturabilecegi zararl etkilerinin

degerlendirilmesi gerekir [127, 128].

Biyolojik testlerin yapilabilmesi i¢in bir¢ok asama ve bunlarla uyumlu test
yontemleri belirlenmistir. Baslangi¢ testleri, in vifro olarak toksisite metotlariyla
materyalin toksik karakterini gostermeyi hedeflemektedir. ikincil testlerde, materyalin
doku i¢ine implante edilmesi sonrasi lokal doku cevabi degerlendirilmektedir. Final
asama ise materyalin esas kullanim alanindaki klinik performans etkinligini

degerlendirmeyi amaglamaktadir [ 129, 130].

Baglangic testlerinden sayilan sitotoksisite testi, biyouyumlulugun
degerlendirildigi in vitro testlerin sik kullanilan bir ¢esididir. Sitotoksisite testi,
materyallerin toksik etkisi konusunda degerli bilgiler veren basit, hizli, yinelenebilir

ve ucuz bir test yontemidir [131, 132].
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Son yillarda tercih edilen yontemlerden olan hiicre kiiltiirii test yontemleri, dis
hekimligi alaninda kullanilan materyallerin biyolojik uyumluluklar1 hakkinda bilgi
vermektedir [133, 134]. Bu testler, bireysel etkenlerden etkilenmemeleri, yinelenebilir
olmalar1, kolay kontrol edilebilmeleri, test edilecek materyallerin kiyaslanmasina izin
vermeleri sebebiyle tercih edilmektedir [127]. Bu calismada da, biyoaktif cam
nanopargcaciklariyla modifiye edilen Biodentine drneklerinin sitotoksisiteleri, in vitro

sartlarda hiicre kiiltiirii yontemi ile degerlendirilmistir.

Biyouyumluluk degerlendirme prosediirlerinde tercih edilen degerlendirme
yonteminin yaninda secilen hiicre tipi de dnemli bir yer tutmaktadir. Kullanilabilecek
hiicreler, primer ve devamli olarak ikiye ayrilan dokulardan elde edilebilen hiicre
tipleridir [135]. Devamlt hiicre kiiltiirleri; elde edilme kolayligi, hizli tiremeye olanak
verme ve uzun siire yasatilabilme gibi avantajlara sahiplerdir. Ayn1 zamanda deney
stiresince genetik degisim s6z konusu olmadigindan, sonuglarin standardizasyonu
rahatlikla saglanabilmektedir [135]. Primer hiicre kiiltliriine gore istiinliiklerinden

dolay1, calismamizda devamli hiicre kiiltiirlerinin kullanimi uygun bulunmustur.

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, dental materyallerin sitotoksik
ozelliklerini degerlendirmek amaciyla insan gingival fibroblastlari1 [64, 136-138], fare
fibroblastlar1 [65, 139-141] ve osteoblastlar [142-145] kullanilmistir. Bazi
caligmalarda, dezavantajlari minimuma indirmek amaciyla insan gingival
fibroblastlar1 ile fare fibroblastlarinin kombine kullanildig1 da gbze ¢arpmaktadir.
Eldeniz ve ark., gesitli kanal patlarinin sitotoksik Ozelliklerini degerlendirdikleri
caligmalarinda insan gingival fibroblastlart ve 1.-929 fare fibroblastlarini

kullanmiglardir [146].

Dental materyallerinin biyouyumlugun degerlendirilmesinde, baslangi¢
sitotoksisite incelemelerinde, L-929 ve 3T3 fare fibroblastlar1 ¢ok sik tercih
edilmektedir. Bunun sebebi kolay bulunabilmeleri, c¢ogalmalarinin kolay
saglanabilmesi ve biyolojik yanitlaridir [147, 148]. Bunun yaninda fibroblastlar, bag
dokusunun ana bilesenleri ve periodontal ligamanin baskin hiicre tipidir. Materyaller
fibroblast bakimindan zengin dokular ile yakin temas halinde olacagindan, bir

fibroblast hiicre hattinin kullanilmasi uygundur [139].

Kalsiyum silikat bazli materyaller ile bazi dental materyallerin
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biyouyumlulugunu karsilagtiran bir aragtirmada L.-929 fibroblast hatt1 kullanilmistir.
Yiiksek  elastikiyete ~ sahip MTA  ve  MTA’nin  sitotoksisite  ve
biyomineralizasyonlarinin degerlendirildigi bir arastirmada L-929 hiicre tiirii tercih

edilmistir [149].

MTA ve Biodentine’nin sitotoksisitesinin karsilastirildig: bir aragtirmada, 3T3
fibroblast hatt1 tercih edilmistir [65]. Ug boyutlu hiicre kiiltiir modeli kullanilarak
MTA ve Biodentine’nin biyouyumlulugunu karsilastiran bir ¢alismada, kolay
kullanimi1 ve hizli gelisimi sebebiyle 3T3 fibroblastlari tercih edilmistir [139].

Bu tez galismasinda, hiicre canliligini belirlemek amaciyla MTT yontemi
kullanilmistir. Mosmann tarafindan ilk kez uygulanan bu test, hiicre canlilifinin
degerlendirilmesi agisindan sik kullanilan pratik bir metottur [ 147, 150]. Bu testin ana
bileseni olan MTT, hiicrelere absorbe olma yetenegi olan, mitokondri ile iligkili bir
tepkime sonucu, suda ¢oziinmeyen ve renkli formazana indirgenen kimyasal bir

maddedir [150].

MTT testinin temeli, mitokondriyal dehidrogenaz enziminin canli hiicrelerde,
sar1 renkli suda ¢ozlinebilir bir maddeyi, koyu mavi renkli formazan kristallerine
doniistiirme kabiliyetine dayanir [151]. Olusan formazan kristallerinin miktari, canli
hiicre sayist ile direkt orantilidir [152]. Formazan kristallerinin hiicre kiiltiir ortaminda
¢oziinebilir olmasi, ¢oziinme prosediirlerinin ekarte edilebilmesine izin verdigi i¢in
avantaj olarak sayilir [151]. Ayn1 zamanda MTT testinin kolay ulasilabilir, hassas ve

basit bir yaklasim oldugundan bahsedilmistir [153].

Literatiirde hiicre canliliginin dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagl olarak
MTT testi ile belirlendigi bir¢ok calisma mevcuttur. Biodentine, MTA ve ¢inko fosfat
simanin biyouyumluluklarini, {i¢ boyutlu kiiltiir modeli kullanarak degerlendiren bir
caligmada, hiicre canliligini belirlemek amaciyla MTT testi tercih edilmistir [139].
Farkli konsantrasyonlarda Biodentine oOrneklerinin farkli zamanlardaki hiicre
cogalmalarinin ve sitotoksisitelerinin degerlendirildigi bir arastirmada ayni sekilde

MTT metodu kullanilmistir [69].

Biodentine ve MTA’nin osteoblast benzeri hiicreler {izerindeki
sitoksisitelerinin  karsilastirildigi  bir ¢alismada, MTT testi kullanilmis ve

arastirmacilar yontemin sitotoksisite ve hiicre ¢ogalmasinin dlgiimiinde hassas ve
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kullanish oldugundan bahsetmislerdir [154].

Cesitli dental materyaller tizerinde, hiicre cogalmasini Glgen farkli test
yontemlerinin hassasiyetini degerlendiren bir arastirmada, MTT testinin hiicre
canliligini belirleme ¢aligsmalarinda kullanilabilecek giivenli, etkili ve ekonomik bir

metot oldugundan s6z edilmistir [155].

Bu konuda yapilan baska bir arastirmada, MTT metodunda kullanilan boyar
maddenin hiicre tarafindan kisa bir zamanda pargalanabilmesi; verilerin
spektrofotometrede degerlendirilebilmesinden dolayr tekrarlanabilir olmasi; farkl
zamanlardaki aragtirmalarin karsilagtirllmasina olanak saglamasi sebebiyle bu

yontemin avantajli oldugundan bahsedilmistir [156].

Nanoteknolojinin gelisimini takiben, nano boyuttaki materyallerin dis
hekimligi alaninda kullanilan bazi materyallerin yapisina katilabilmesi fikri dogmus
ve bu durumun materyallerin fiziksel, estetik ozellikleri ve biyouyumlari tizerinde

olumlu etki yapabileceginden bahsedilmistir [157].

Nanomateryalleri diger materyallerden ayiran ve istiin kilan 6zellikleri;
diistik oranlarda dahi yiiksek iyon serbestleyebilme kabiliyetleri ve tanecik
boyutlarinin az, yiizey alanlarinin fazla olmasi sebebiyle, ayn1 materyalde birden ¢ok

nanomateryalin bir arada kullanilabilmesidir [158].

Biyoaktif camlar, son yillarda dis hekimliginde olduk¢a genis kullanim alani
bulmus biyoseramik grubu materyallerdir. 1969 yilinda Florida Universitesi’nde
Hench tarafindan tanitilan biyoaktif camlar, silika ve fosfat esasli olmalarinin yani sira
olduk¢a biyouyumlu materyallerdir. Ayrica yapilarindaki silika gruplarinin, viicut
stvilarinda kalsiyum ve fosfor iyonlari ile yer degistirmesi sayesinde kemik gibi canlt
dokularla kimyasal baglanti olusturma kabiliyeti olan bir materyal grubudur [6]. Bu
kemik baglantisinin, cam yiizeyinde olusan hidroksiapatit tabakasi formasyonunun bir

sonucu oldugu soylenebilir [3].

Biyoaktif camin iistiin reaktif 6zellige sahip olabilmesi i¢in silika oraninin
agirlikga belli bir oran1 gegmemesi (%60) ve yiiksek CaO/P,Os oranina sahip olmasi
gerekir [79]. Reaktiflik 6zelliklerinin artirilmasinin bir yolu da cam partikiillerinin

tanecik boyutlarinin nano seviyelere disiiriilmesidir. Bu durumda materyalin
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biyoaktivitesi ve aktif iyon salinimi artirilmis olur [93].

Biodentine ve cam iyonomer siman materyallerine biyoaktif cam eklenmek
suretiyle, bu materyallerin biyoaktivitesini degerlendiren bir ¢alismada, biyoaktif
camin Biodentine’nin biyoaktivitesini gelistirdigi ve doku sivilariyla temas sonrasi
materyal yiizeyinde kristalin apatit olusumunu tetikledigi tespit edilmistir. Biyoaktif
cam ilave edilmis Biodentine’nin daha genis bir ylizey alanina sahip oldugu ve dentin
tiibiillerinin bloke oldugu tespit edilmistir. Bahsi gegen calismada Biodentine’ye
agirlikca %1 ve %2 oraninda sol-jel yontemiyle iiretilmis biyoaktif cam ilave
edilmistir [9]. Bu tez c¢alismasinda da bu protokole uygun olarak Biodentine
materyaline agirlikca %1 ve %2 oraninda sol-jel yontemiyle iiretilen, nano boyutlarda

biyoaktif cam ilave edilmistir ve sitotoksisite dzellikleri degerlendirilmistir.

Biyoaktif cam iiretiminde klasik yontem ve sol jel yontemi olmak tizere iki
yontem bulunmaktadir [6]. Sol-jel yontemiyle daha diisiik ergime sicakligina sahip,
daha homojen, daha yiiksek saflikta cam malzemelerin elde edilmesi miimkiindiir.
Ayrica bu yontemin, klasik cam ergitmede kullanilan sicakliklardan ¢ok daha diisiik
sicakliklarda uygulanabilmesinden dolay1, faz ayrimi1 ve kristalizasyonun
gerceklesmesi nedeniyle liretilemeyen bilesimler elde edilebilmektedir [87]. Bu tez
calismasinda kullanilan biyoaktif cam materyali, avantajlarindan dolayt sol-jel

yontemi kullanilarak elde edilmistir.

Bu tez calismasinda nano boyutlarda (48-96 nm) biyoaktif cam materyali
kullanilmigtir. Nano boyuttaki biyoaktif cammn mikron boyuttaki materyalden
istiinliigi, reaktifligin artmis olmasidir [159]. Nano boyutlara sahip olma durumunda
materyalin yeni uygulama alanlar1 kazanabildigi sdylenebilir. Bu durumda materyal
ylizeyinden daha hizli iyon salimimi ve daha fazla miktarda protein adsorbsiyonu
meydana gelmektedir. Bu etkenlerle biyoaktifligin artirilmasi hedeflenmektedir. Nano
boyuttaki biyoaktif cam materyalinin bir bagka olumlu 6zelligi, materyalin viicutta

dentin tiibiilleri gibi daha kiiciik bosluklara giris saglayabilmesidir [160].

FDA tarafindan verilen onay sonrasi, biyoaktif camlar biyomedikal
islemlerde kullanim alan1 bulmustur. Oncelikli olarak kemik dokunun tamiri ve
yenilenmesinde kullanilan biyoaktif camlar, yapay kemik greft materyali, koklear

implant materyali, doku rejenerasyonu c¢alisgmalarinda yap: iskelesi olarak
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kullanilmigtir [160]. Biyoaktif camin ilk klinik uygulamasi, 1986 yilinda duyma
kaybimi gidermek amaciyla yapilan orta kulak protezinin yapim asamasinda bagarili
bir sekilde kullanilmasidir. Giincel olarak da doku miihendisligi ve rejeneratif tip

sahalarinda kullanilmaya devam etmektedir [159].

Biyoaktif camlar, dis hekimligi alaninda bugiine kadar yapilan bir¢cok
calismada yer almiglardir. Biyoaktif camlarin doku sivilarinda Si*, Ca™, PO4™
iyonlar1 salinimi sonucunda apatit formasyonunun olugmasi, materyalin g¢evre
dokularda mineralizasyonu saglayan bir ara¢ olarak kullanilabilecegi fikrini
olusturmustur. Bu durumda biyoaktif camlar, ¢iiriik profilaksilerinde mineralize edici
ajan olarak ve ayrica hassasiyet durumlarinda acik tiibiillerin tikanmasi suretiyle
desensitize edici ajan olarak tedavi edici degere sahip olabilir [161]. Ayrica
calismamizin SEM-EDX bulgular1 da biyoaktif cam igeriginde O, Ca*, Si* ve P*

iyonlarinin bulundugunu dogrulamaktadir.

Biyoaktif cam, yiizeyinde kalsiyum fosfat tabakasi olusturma kabiliyeti ve
iyl derecede biyouyumlulugu sebebiyle yiiz bolgesinde yer alan kemik dokunun
bosluklarinin ~ ve  defektlerinin  yeniden yapilandirilmast  amaciyla da
kullanilabilmektedir. ilaveten, dentoalveoler yapmin rehabilitasyonu ve periodontal
kemik desteginin yeniden gelisimi i¢in de kullanim alani bulmaktadir [162]. Bu
konuda yapilan bir ¢aligmada biyoaktif camin osteokondiiktif bir yanit olusturdugu,
osteoprojenitor hiicrelerin osteoblastlara doniisiimiine ve kemik proliferasyonuna

katkida bulundugu iddia edilmistir [163].

Ayrica, implantoloji alaninda, fikstiir yiizeyine kaplanan yeterli miktarda
biyoaktif cam, mukozal ya da dermal dokular1 kemik dokuya baglanmaya yarayan bir

ara¢ olarak hizmet edebilir [163, 164].

Bunun yaninda, biyoaktif camlar mineral depozisyonunu indiikleyerek kok
kanal1 igerisinde ve apikal bolgede biyolojik kapatmay1 saglamalariyla kok kanal

tedavileri uygulamalarinda yer alabilirler [165].

Biyoaktif camlarin kemik dokuyla yapabildigi iyi baglanti, dis sert
dokularina etkilerinin arastirilmasini giindeme getirmistir. Osteokondiiktif 6zelliginin

bulunmasi dis sert dokularinda da mineralizasyona yardimci olabilecegi fikrini ortaya
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cikarmistir. Biyoaktif camlarin mineralizasyona katkisint degerlendiren bazi

caligmalar yapilmistir [79, 99].

Dentin kopriisii olusumuna katkilarini degerlendirmek amaciyla kalsiyum
hidroksit ve biyoaktif cam materyalini karsilastiran bir in vivo ¢alismada, biyoaktif
cam kullanilan grupta daha istiin bir dentin kopriisii olusumu sergiledigi
gosterilmistir. Ayrica kalsiyum hidroksit kullanilan gruba gore daha az enflamasyona

sebep oldugu saptanmustir [97].

Amputasyon materyallerinin karsilastirildigi, kopekler {izerinde pulpay1
histopatolojik olarak degerlendiren bir arastirma yapilmistir. Bu ¢aligma sonucunda,
MTA ve biyoaktif cam materyalinin, formokrezol ve hidroksiapatite gore daha

elverigli sonuglar olusturdugu sonucuna varilmistir [96].

Bazi aragtirmacilar, odontojenik farklilagsma ve dentin olusumunun bilhassa
nano boyutlarda biyoaktif cam tarafindan uyarilabildiginden bahsetmislerdir. Bu
sebeple biyoaktif cam materyalinin pulpanin tamir edilmesinde ve dentin

rejenerasyonunda kullanilabilecegi fikrini 6ne stirmiiglerdir [166].

Biyoaktif cam ve distile suyun karisimdan elde edilen bir patin kullanildig:
in vivo caligmada, dentin tiibiillerinde sagladifi mineralizasyon ve kimyasal
degisikliklerle, digin yapisal biitiinliigiine katkida bulundugundan soz edilmistir.
Bunun sonucunda biyoaktif camin umut vaat eden bir dolgu materyali olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir [167]. Ayni arastirmacilarin bagka bir ¢aligmasinda
viicut sicakliginda ve yapay tiikriik ortaminda, biyoaktif camin apatit tabakasi

olusturulabilecegi gosterilmistir [168].

Biyoaktif camlarin doku sivilariyla temasa gegtiginde yarattigi pH artisinin
materyale antimikrobiyal 6zellik katabilecegi fikriyle de bir¢ok ¢alisma yapilmistir [6,
99]. Biyoaktif camlarin antimikrobiyal o&zelliklerinin agar difiizyon testi ile
degerlendirildigi bir ¢alismada, biyoaktif camin Streptococcus mutans tizerinde etkili

oldugu goriisii savunulmustur [169].

Bu sonucun aksine kalsiyum hidroksit ve biyoaktif cam materyalinin

Enterococcus feaecalis tizerindeki etkinliklerinin degerlendirildigi bir arastirmada,
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rezidiiel bakteri gelisimini 6nleme agisindan kalsiyum hidroksitin biyoaktif cama gore

daha tistiin oldugu saptanmistir [170].

Kompozit rezin materyallere eklenen biyoaktif camin S. mutans’a karsi
biyofilm igindeki antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmis ve %10 ve %30
biyoaktif cam igeren 6rneklerde bakteri oraninda etkin bir diisiis gdzlenmistir. Bunun
sonucunda da biyoaktif camin antimikrobiyal 6zelligine dikkat ¢ekilmistir [171]. 2009
yilinda yapilan baska bir calismada biyoaktif camin, Staphylococcus epidermis ve
Escheria coli mikroorganizmalariin hiicre duvarlarini tahrip ederek antimikrobiyal

ozellik gosterdigi belirtilmistir.

Biodentine materyalinin sitotoksisitesini degerlendiren Onceki ¢aligmalar

incelendiginde elde edilen veriler su sekildedir;

Perard ve ark. Biodentine ve ProRoot MTA’nin sitotoksisite
degerlendirmelerinde bu iki materyalin kabul edilebilir biyolojik etkilerinin

oldugundan soz etmislerdir [172].

Biodentine’nin gostermis oldugu yiiksek biyouyum, likit kisminda yer alan
kalsiyum kloritin varligina baglanmigtir. Bu madde sayesinde materyalden salinan

kalsiyumun hiicre gelisimini indiikledigi savunulmustur [173].

Bunun yaninda Biodentine’nin sahip oldugu biyouyum, igeriginde bulunan
ve kendisine radyoopaklik 6zelligini kazandiran zirkonyum oksite de baglanabilir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda; zirkonyum oksitin, MTA nin radyoopaklik 6zelligini veren

bizmut oksite kiyasla daha az sitotoksisite gosterdigi bulunmustur [174, 175].

Akbulut ve ark. son yillarda iiretilen kalsiyum silikat bazli materyallerin
biyouyumlulugunu degerlendirdikleri ¢alismada; sitotoksisitenin materyalin tipine,
sertlesme siiresine ve hiicreyle muamele edilen eluatin konsantrasyonuna bagl oldugu
sonucuna varmislardir. Ayrica 1:1 dillisyona sahip eluatlarin 1:2, 1:4 ve 1:8 diliisyona
sahip eluatlara gore daha sitotoksik oldugu sonucuna ulagsmislardir. Aragtirmacilar, bu
tez caligmasinin bulgularinin aksine 3 giinliik sertlesen Biodentine orneklerinin, 1
giinliik sertlesen Biodentine oOrneklerine gore daha sitotoksik oldugunu
gozlemlemiglerdir. Bu farkliligin sebebi olarak sitotoksisite belirleme yontemi ve

kullanilan hiicre tipinin farklt olmasi diisiiniilebilir. Bahsi gecen c¢alismada
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sitotoksisite XTT test yontemi ile belirlenmis ve insan periodontal ligament (h PDL)
hiicreleri kullanilmigtir. Calismamizda ise MTT test yontemi ve 3T3 hiicre tipi
kullanilmigtir. Ayrica bahsedilen ¢aligmada hiicre ile inkiibasyon siireleri 3 giin olarak
belirlenmistir. Bu tez calismasinda hiicre ile muamele siireleri 24 saat ve 48 saat olarak

belirlenmis ve karsilagtirilmigtir [176].

Bagka bir kalsiyum silikat bazli materyal olan MTA’nin
biyouyumlulugunu degerlendiren bir ¢aligmada, ¢calismamizin bulgularinin aksine, 1
giinliik sertlesen MTA’ ’nin , 28 giin sertlesen MTA’ya gore daha biyouyumlu oldugu
saptanmigtir  [177]. Calismada osteosarkom hiicreleri kullanilmig, biyouyum
degerlendirmesi icin hiicredeki morfolojik degisimler SEM analizi ile incelenmistir.
Bulunan farkli sonuglar, MTA ve Biodentine’nin igeriklerinin farkli olmasina, test
edilen hiicre tipinin farkliligina, sertlesme siiresinin daha uzun olmasina ve
biyouyumluluk  degerlendirme yonteminin farkliligmma baglanabilir [177].
Caligmamizin  verilerine goére, 1 giin sertlesme siiresine sahip Biodentine
materyallerinin, 3.glin ve 7.giin sertlesme siirelerine sahip Biodentine materyallerine
gore daha sitotoksik Ozellikte olmasini Biodentine’nin erken sertlesmesine baglh
olarak ortaya ¢ikan kalsiyum hidroksit tiriinleri ve hidroksil iyonlarinin varliina bagh

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bortoluzzi ve ark. tarafindan yapilan ve pulpa revaskiilarizasyon tedavisinde
kullanilan Biodentine, TheraCal LC (Bisco Inc., Schamburg, ABD) ve MTA
materyallerinin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi ¢aligmada, kalsiyum silikat bazli
materyallerin baglangic sitotoksisitesinin yiiksek pH ile baglantili olabilecegi

savunulmustur [67].

Kiiciikkaya ve ark. kalsiyum silikat bazli materyallerin sitotoksisitesini
degerlendirdikleri in vitro ¢alismada, bu tez calismasinda da oldugu gibi 6rnekleri; 24,
48 ve 72 saat hiicreyle muamele etmisler ve Biodentine nin 24 saat sonra %73; 48 ve
72 saat sonra %90 nin {lizerinde hiicre canlilig1 gosterdigi sonucuna ulagmiglardir. Bu
tez caligmasinin sonucunda da bahsedilen ¢aligmayla paralel olarak, hiicreyle muamele
stiresi 24 saat ve 48 saat olan materyal 6rnekleri karsilastirildiginda; 24 saat muamele
stiresine sahip hiicrelerin daha sitotoksik 6zellikte oldugu saptanmistir. Bahsedilen
calismada, Biodentine’nin 24 saat sonrasi diger zaman periyotlarina gore daha

sitotoksik olmasinin, kalsiyum hidroksitin erken iiriiniine baglanabilecegi ve ilk etapta
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aciga c¢ikan hidroksil iyonlarinin hiicre canliliini azaltabilecegi sdylenmistir [66]. Bu
calisgmada hPDL fibroblast hiicreleri kullanilmis ve WST sitotoksisite yontemi

kullanilmistir.

Khedmat ve ark. bu tez ¢aligmasinin protokoliine benzer bir sekilde, MTT
testi kullanarak, dort farkli kalsiyum silikat bazli materyalin sitotoksisitesini
degerlendirmistir. Calismada, karistirma sonrasi 24 saat, 7 giin ve 28 giin bekleme
stirelerine sahip ornekler kullanilmig ve inkiibasyon siiresi 24 saat ve 48 saat olan iki
alt grup olusturulmustur. Calisma sonunda inkiibasyon siiresi dnemsenmeksizin
saklama siiresinin hiicre canliligini artirdig1 sonucuna ulagmislardir. Bu sonug bu tez
caligmasinin sonuglariyla uyum gostermektedir. Bu tez calismasinda, drnekler 1, 3 ve
7 glin sertlesme siirelerine sahiptir ve 1 giin sertlesmeye birakilan Biodentine ve
modifiye Biodentine 6rneklerinin, 3. giin ve 7.glin sertlesme zamanina sahip orneklere
gore daha yiiksek sitotoksisite diizeyine sahip oldugu saptanmistir. Khedmat ve ark.
bu durumu saklama siiresi arttikca materyalden salinan sitotoksik maddelerin
azalmasina baglamislardir [178]. Bahsedilen calismada insan monosit hiicreleri

kullanilmistir.

Bu tez calismasinda, her bir materyalin 7 giin sertlesme siiresine sahip
orneklerinde, diger sertlesme siirelerinden farkli olarak 24 saat ve 48 saat hiicre ile
muamele siirelerinin ortaya ¢ikardig: sitotoksik 6zellikler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamigtir. Bu durum, belli bir sertlesme siiresine sahip
orneklerde hiicre ile muamele siirelerinin sitotoksisiteyi degistirmeyebilecegi
yorumuyla agiklanabilir. Khedmat ve ark. yapmis oldugu yukarida bahsedilen
caligmada da 7 giin ve 28 giin sertlesme siirelerine sahip Biodentine 6rneklerinin, 24
ve 48 saat hiicre ile muamele siirelerinin ortaya ¢ikarmis oldugu sitotoksik ozellikler

arasinda anlamli bir fark bulunmamustir [178].

Escobar- Garcia ve ark. tarafindan yapilan, MTA ve Biodentine’nin ¢esitli
zamanlardaki biyouyumluluklarinin karsilastirildigi arastirmada; ¢alismamiza benzer
sekilde, materyallerin hiicreyle muamele sonrasi 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlar1
saglanmistir. Her iki materyalinde 48. saatte en yiiksek hiicre canliligini gosterdigi ve
72. saatte bu oranin azaldigi sonucuna ulasilmigtir [179]. Bu tez ¢alismasinda da,
hiicreyle muamele siireleri 24 saat ve 48 saat olarak belirlenmistir ve deney gruplari

icerisinde 24 saat inkiibasyon siiresi olan 6rneklerin, 48 saat inkiibasyon siiresine sahip
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orneklere gore daha yiiksek diizeyde sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Bahsi
gecen caligmada sitotoksisite, periodontal ligament hiicreleri kullanilarak, MTS

hiicresel provizyon testi ile degerlendirilmistir.

Bu tez caligmasina benzer bir protokolle gerceklestirilen bagka bir
calismada; MTA, Biodentine ve Bioaggregate materyallerinden elde edilen eluatlarin,
hiicre kiiltiirii sonrasi 1, 3 ve 7 giin hiicre ile inkiibasyonlar1 saglanarak sitotoksisite
degerlendirmeleri yapilmistir [180]. Bu calismada periodontal ligament hiicreleri
kullanilarak XTT sitotoksisite testiyle degerlendirme yapilmigtir. Jang ve ark.
tarafindan yapilan bu arastirma sonucunda, Biodentine’nin 3 giin hiicre muamele
stiresine sahip drneklerinin, 7 giinliik 6rneklere gore anlamli derecede daha az hiicre
canlilig1 gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu sonug, bu tez ¢alismasinin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Bu tez calismasinda da hiicre ile inkiibasyon siiresinin
artmasi baz1 gruplarda hiicre canliliginin artmasina olanak saglamistir. 24 saat ve 48
saat olarak belirlenen hiicre ile muamele siireleri goz oniine alindiginda, 1 giin ve 3
giin sertlesme siiresine sahip gruplar i¢in, 24 saat muamale siiresine sahip drneklerin,
48 saat muamele siiresine sahip Orneklere gore daha sitotoksik 6zellik gosterdigi

saptanmistir.

Samiei ve ark. tarafindan yapilan ve ¢alismamiza benzer sekilde kalsiyum
silikat bazli bir materyale nanoparcacik katilmasi fikrini temel alan bir ¢alismada,
MTA’ya bu materyalin oOzelliklerini gelistirmek adina titanyum oksit (TiOz)
eklenmistir [ 136]. Olusan yeni materyalin sitotoksik 6zelliklerini arastiran ¢calismada
bu tez ¢alismasinin yontemine benzer olarak MTT testi kullanilmis ve hiicrelerle
muamele siiresi 24 ve 48 saat olarak planlanmistir. Bahsedilen ¢alismada, agirlikca
%1 titanyum oksit eklenmesi, MTA ’nin sitotoksisitesini degistirmemistir ki, bu durum
bizim caligmamizla benzerlik gdstermektedir. Bu sonu¢ temel alinarak, kalsiyum
silikat bazli materyallere agirlik¢a diisiik yiizdelerde eklenen nanoparcaciklarin bu

materyallerin sitotoksisitesini degistirmeyebilecegi diisliniilebilir.

Yine bu caligmada 48 saat hiicreyle muamele edilen MTA materyalinin,
iceriginde Ti0O; varlig1 6nemsenmeksizin 24 saat hiicreyle muamele edilen gruba gore
daha fazla sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak bu sonug, bizim
calisgmamizin bulgulariyla uyusmamaktadir. Bu uyusmazligin sebebini, MTA ve

Biodentine materyallerinin ve ayni zamanda TiO2 ve biyoaktif cam
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nanoparcaciklarinin birbirinden farkli karakteristik oOzellikler gdstermesi olarak
aciklayabiliriz. Bilindigi tizere MTA ve Biodentine materyalleri; icerik, sertlesme
karakteri vb. bircok alanda birbirinden ayrilmaktadir [43]. Ayni sekilde TiO, metal
smifina ait bir nanoparcacikken, biyoaktif cam nanoparcaciklari biyoseramik sinifina

aittir.

Caligmamizda saptanan, 1 giin sertlesme siiresine sahip Biodentine ve
modifiye Biodentine drneklerinin 3 giin ve 7 giin sertlesme siiresine sahip 6rneklere
gore daha yiiksek diizeyde sitotoksisite gosterdigi sonucu yorumlandiginda,
Biodentine’nin sertlesme reaksiyonunun bir yan {riinii olarak kalsiyum hidroksit
olusumu ve hidroksil iyonlar1 salinimi goze carpabilir. Ayrica, Biodentine likiti
iceriginde materyale hizli sertlesme 6zelligi kazandiran kalsiyum klorit varligi soz
konusudur [47]. Erken kalsiyum hidroksit tiretiminin, 1 giin sertlesme siiresine sahip
Biodentinenin daha uzun sertlesme siirelerine gore daha yiiksek sitotoksisite

gosterdigini aciklayabilecegi bildirilmistir [181].

In vitro ¢alismalarda, hidroksil iyonlarmin kademeli olarak salinmas1, hiicre
canliligini azaltabilir. Bu duruma klinik uygulamalar yoniinden bakildiginda, in vivo
sartlar altinda hidroksil iyonlarinin neden oldugu yiiksek alkalinitenin viicut sivilar
tarafindan nétralize edilebilmesi ve hiicre canlilig1 tizerinde 6nemli etkilere neden

olmamasi fikri de goz oniinde bulundurulmalidir [182].
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6. SONUC VE ONERILER

Biodentine ve biyoaktif cam nanoparcaciklar1 ile modifiye edilen
Biodentine materyallerinin biyouyumlulugunun degerlendirildigi bu in vitro

caligmanin siirliliklar dahilinde agagida belirtilen sonuglara ulagsmak miimkiindiir;

o Biodentine’ye agirlik¢a %1 ve %2 oraninda biyoaktif cam eklenmesi

bu materyalin biyouyumlulugunu etkilememektedir.

o Bu c¢aligmanin MTT test bulgularina gore, Biodentine ve modifiye
Biodentine materyallerinin sitotoksisite diizeyleri sertlesme siireglerinin erken

sathalarinda daha yiiksektir.

o Caligmanin bulgularindan ¢ikarilan bagka bir sonug ise, MTT testi
siirecinde materyal Orneklerinin hiicre ile inkiibasyon siiresinin artmig olmasi
biyouyumlulugu olumlu yonde etkilemektedir. Materyal tipi degigsmeksizin, 3 giine
kadar sertlesme siiresine sahip, 24 saat hiicre ile muamele edilmis 6rnekler, 48 saat

muamele siiresine sahip o6rneklere gore daha yiiksek sitotoksik 6zellik gostermistir.

. Bu ¢alismanin bulgulari 1s181nda Biodentine materyaline biyoaktif cam
materyali eklenmesinin  biyouyumlulugu degistirmedigi sOylenebilir. Fakat,
materyalin diger Ozelliklerini olumsuz yonde etkileyip etkilemedigini 6grenmek

amacityla ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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