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h: hafta
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HDM: Hiicre Dis1 Matriks

kDA: kilo Dalton

LED: Light Emitting Diode
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pl: mikro litre

pum: mikrometre

mA: mili Amper

mAB: monoclonal Antibody
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MSS: mine semet sinir1
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mM: mili Mol

MMA: metil metakrilat
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mw/cm?: minivolt/santimetrekare

nm: nanometre

PBS:Phosphate buffered saline

PdIf: Periodontal Ligament Fibroblasti
RGD Peptid: Arjinil/glisil/aspartik asit

rpm: revolutions per minute
TEGDMA: trietilen glikol dimetakrilat
UDMA: Uretan dimetakrilat

w/v: hacimde agirlikca yilizde
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Farkh Kompozit Materyallerinin Insan Diseti ve Periodontal Ligament
Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite ve Adhezyon Protein Ekspresyonu

Etkilerinin Degerlendirilmesi: Bir In-Vitro Calisma
Ogrencinin Adi: Gamze Kavuncu
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi. Omer Birkan Agrali

Anabilim Dali: Periodontoloji Anabilim Dal
1. OZET

Amag: Bu calismanin amaci; 3 farkl igerikteki kompozit materyalinin, dis eti ve
periodontal ligament fibroblast hiicre dizileri lizerindeki sitotoksisite etkileri ile dis eti
fibroblast hiicreleri iizerinde olusturduklar1 protein ekspresyonu degisikliklerinin

incelenmesidir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, igeriklerine gore farkli 3 kompozit tiirii olan nano-
hibrid organik monomer esasli Admira Fusion, supra-nano dolduruculu rezin esash
Estelite Quick Sigma, nano-hibrid Bis-(akryloyloxymethyl) tricyclo [5.2.1.0.sup.2,6]
decane matriks esasli Charisma Topaz (CT) materyallerinin insan periodontal
ligament fibroblast hiicreleri (HpdIlf) ve insan diseti fibroblast hiicreleri (Hgf)
iizerindeki sitotoksisite etkisi 24 saat ve 1 hafta zaman araliklarinda MTT analizi ile
degerlendirildi. Hgf hiicrelerinin tip I ve III kolajen ile integrin p1 protein ekspresyonu

Western-Blot kiti kullanilarak 24 saat zaman araliginda degerlendirildi.

Bulgular: Kompozit gruplarindan CT, Hgf hiicreleri iizerinde 24 saat ve 1 hafta
uygulamada, Hpdlf hiicreleri iizerinde ise 1 hafta uygulamada sitotoksik olarak tespit
edildi (p=0,002, p=0,009, p=0,01) Materyallere maruziyet siiresinin sitoksisite ve
canlilik iizerindeki etkisi degerlendirildiginde, Hgf hiicrelerinde sadece CT grubunda
sitotoksisite zamanla artar iken Hpdlf hiicrelerinde tiim kompozit gruplarinda
sitotoksik etkinin zamanla arttig1 tespit edildi (CT p= 0,04, AF p=0,02, CT p=0,02,
EQS p=0,04). Kompozit gruplarinin protein  ekspresyonuna  etkisi
degerlendirildiginde, CT kompozit grubunun, Hgf hiicrelerinin tip 1 kolajen
miktarinda anlamh artig olusturdugu tespit edildi (p= 0,02). EQS grubunun ise Hgf
hiicrelerinin tip III kolajen miktarinda artisa yol agtig1 gozlemlendi (p= 0,02). Hgf



hiicrelerinin Integrin Bl protein ekspresyonunda, gruplar arast anlamli fark

gbzlenmedi.

Sonuc¢: Bu calisma farkli igeriklere sahip kompozit materyallerinin Hgf ve Hpdlf
hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkilerinin zamana ve uygulanan hiicre grubuna gore
degiskenlik gosterdigini, bununla birlikte tip I, III kolajen ve integrin Bl protein
ekspresyonunun materyal uygulamalarindan farkli olarak etkilendigini ortaya

koymaktadir.

Anahtar sozciikler: fibroblastlar, integrinler, kompozit rezin, sitotoksisite, tip I

kolajen, tip IIT kolajen
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2. SUMMARY

Aim: The aim of this study is to determine the effects of different composite materials

on cytotoxicity and protein expressions of human periodontal cell lines.

Material and Method: Three different types of composite materials were selected
such as; nano-hybrid organic monomer based Admira Fusion (AF), resin based Estelite
Quick Sigma (EQS), nano-hybrid Bis-(akryloyloxymethyl) tricyclo [5.2.1.0.sup.2,6]
decane based Charisma Topaz (CT). Human gingival fibroblasts (Hgf) and human
periodontal ligament fibroblasts (Hpdlf) were selected as cell lines. MTT Assay was
used to assess the cytotoxicity effects of composite materials. Western Blot assay was
used to analyse the amount of adhesion protein expressions such as collagen type I,

type III and integrin B1.

Results: CT showed statistically significant cytotoxic effect on Hgf cells in 24 hours
and 1week evaluation periods and was found more cytotoxic on Hpdlf cells compare
to the control group in 1 week (p=0,002, p=0,009, p=0,01). Cytotoxic effect of CT
increased by the time in Hgf cells (p= 0,04). Also, cytotoxicity was increased by the
time in Hpdlf cells for all composite materials (AF p=0,02, CT p=0,02, EQS p=0,04).
CT group Western Blot analysis exhibited a significant increase in type I collagen
expression in Hgf cells (p=0,02). EQS group revealed significant increase in Type III
collagen expression in 24 h (p= 0,02). No significant difference was observed in

integrin B1 expression for all composite groups.

Conclusion: The cytotoxic effects of composite materials vary according to time and
type of cells applied. Type I, III collagen and Integrin B1 protein expressions were

differently affected from composite materials.



Key words: collagen type I, collagen type III, composite resin, cytotoxicity,

fibroblasts, integrins



3. GIRIS VE AMAC

Dental restorasyonlar, dis ylizey biitiinliigiinii saglayarak, fonksiyon ve estetigin
geri kazanilmasi amaciyla kullanilmaktadir (Albandar ve ark., 1995). Restoratif
materyaller, dislerin fiziksel ve morfolojik 06zelliklerini taklit edecek sekilde
gelistirilmistir, ancak ‘ideal materyal’ heniiz tanimlanmamistir (Albandar ve ark.,

1995).

Yapilan c¢aligmalarda, dental restorasyonlarin dis eti enflamasyonuna ve
periodontal atagsman kaybina yol acabilecegi ortaya konmustur (Silness ve

Roynstkand, 1984; Matthews ve Tabesh, 2004; Ababneh ve ark., 2011).

Rezin esash kompozit materyaller 20. yy ortalarinda restoratif dis hekimliginde ¢igir
acmistir. Estetik basarilarimin yaninda, agiz ortamindaki stabiliteleri ve kolay
uygulanabilir olmalar1 gibi avantajlar1 mevcuttur. Ancak rezin esasli kompozitler,
polimerizasyon biiziilmesi, rezin ve dentin arasindaki basarisiz baglantiya bagh
sekonder c¢iiriik riski, yiiksek termal genlesme kat sayis1 ve metal bazli restorasyonlara
gore diisiik asinma direnci gibi dezavatajlara sahiptir. Ayrica kompozitlerden sizan
polimerize olmamis monomerlerin ¢evre dokulara zararli olabilecegi bildirilmistir.
(Geurtsen, 2000; Jandt ve Sigusch, 2009). Gliniimiizde pek ¢ok rezin esashi kompozit

materyal gelistirilmistir.

Periodontal-restoratif iliski, derin smmif II, sinif III ve sinif V dolgulara komsu
bolgelerde, klinik olarak siklikla gozlenmektedir. Bu gibi durumlarda kullanilan
restoratif materyal tipleri ve restoratif materyallerin etkileri son donemdeki
arastirmalarin konusu olmustur. Bazi kompozit materyallerin, subgingival alanda
kullanilmasinin digeti enflamasyonuna sebep olabilecegi bildirilmistir (Willershausen

ve ark., 2001; Paolantonio ve ark., 2004).

Diseti ¢cekilmelerinin oldugu bélgelerde kok yiizeyi ¢iirtikleri ve abraziv defektler
yaygin olarak goriilmektedir. Bu nedenle diseti ¢ekilmesinin tedavisi amaciyla
uygulanabilecek mukogingival cerrahi oncesi kok ylizeyi ¢iirlik ve defektlerinin
restorasyonu gerekmektedir (McGuire, 1996; Camargo ve ark., 2001; Martins ve ark.,
2007). Literatiirde servikal ¢iiriik ve abraziv defektlerde mukogingival cerrahi 6ncesi

kullanilabilecek materyallerle ilgili farkli sonuglar veren pek c¢ok calisma



bulunmaktadir (Alkan ve ark., 2006; Zucchelli ve ark., 2006; Santos ve ark., 2007;

Santamaria ve ark., 2009; Cairo ve Pini-Prato, 2010).

Kompozit materyallerin biyouyumlulugunun degerlendirildigi ¢aligmalarda 6ne
cikan yontemlerden biri de in-vitro kosullarda bu materyallerin, hiicre dizileri
iizerindeki sitotoksisite ve diger hiicresel etkilerinin degerlendirilmesidir (Hanks ve
ark., 1981; Geurtsen, 1998; Goldberg, 2008). Kompozitlere yonelik sitotoksisite
caligmalarinda {izerinde durulan en temel konu, kompozitleri olusturan monomerler
ve polimerizasyon sonrasi salinabilen bu monomerlerin etkileri olmustur (Lee ve ark.,

1998; Bakopoulou ve ark., 2009; Urcan ve ark., 2010).

Bu calismada, periodontal restoratif iliski diisiiniilerek farkli iceriklere sahip 3
kompozit dolgu maddesinin [nano-hibrit organik monomer esaslt Admira Fusion (AF)
supra-nano dolduruculu rezin esasli Estelite Quick Sigma (EQS), nano-hibrid Bis-
(akryloyloxymethyl) tricyclo [5.2.1.0.sup.2,6 ] decane (TCD-DI-HEA) esasli Charisma
Topaz (CT)] insan diseti fibroblasti (Hgf) ve insan periodontal ligament fibroblasti
(Hpdlf) hiicre dizileri lizerindeki sitotoksite etkisi ile Hgf hiicrelerindeki tip 1, tip III

kolajen ve integrin B1 protein ekspesyonu etkileri degerlendirildi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum sement, periodontal ligament, alveol kemigi ve diseti dahil olmak
iizere disi destekleyen tiim dokular1 tanimlayan bir terimdir (Sekil 4.1).
Periodonsiyumun her bir dgesi kendi i¢inde 6zel olmakla birlikte, tim bu kompleks
yapi disin alveol kemigi i¢inde kalmasini saglamaktadir (Cho ve Garant, 2000; Garant,

2003).

Sekil 4.1. Periodonsiyum komponentleri

4.1.1. Dis eti

Dis eti, alveol kemigi ve dis kok yiizeyini mine-sement birlesiminin kuronaline
kadar orten dokudur (Newman ve ark., 2012). Anatomik olarak; dis eti kenari, yapisik
dis eti ve interdental dis eti olmak iizere 3 boliime ayrilmistir. Her boliim fonksiyonuna
gore histolojik ozellikleri, epitel kalinhigi ve farklilasma kapasitesi agisindan

ozellesmistir (Ainamo ve Talari, 1976).

Dis eti histolojik olarak incelendiginde c¢ok katli yassi epitel ve altindaki bag
dokusundan olusmaktadir. Epiteldeki baskin hiicreler keratinositlerdir. Bununla

birlikte, Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve melanositler epitelde bulunan diger



hiicrelerdir (Newman ve ark., 2012). Dis eti epitelinin temel gorevi, agiz ortamu ile
daha derin yapilar arasinda yar1 gegirgen bir bariyer olusturmaktir. Epitel, altindaki
bag dokusuna 300-400 °A kalinligindaki bazal lamina ile baglanmaktadir (Schroeder
ve Theiiade, 1966). Bazal lamina, lamina lusida ve lamina densa olarak iki kistmdan
olugmaktadir. Lamina lusida, epitel hiicrelerinin hemidesmozomlar araciligiyla bazal
laminaya baglandig1 bolgedir. Bir glikoprotein olan laminin agisindan zengindir.
Lamina densa ise bazal laminanin altindaki bag dokusuna bakan kismidir. Hiicresel
yogunlugu az ve tip IV kolajen agisindan zengin bir yapiya sahiptir (Newman ve ark.,
2012). Bazal laminanin lamina densa tabakasinda daha yogun oldugu gézlemlenen
kolajen lifler, dis eti bag dokusu ve dis eti epiteli arasindaki baglantida gorev
almaktadir (Newman ve ark., 2012).

Dis eti bag dokusu lamina propria olarak da isimlendirilmektedir ve temel olarak
kolajen lifler (hacimce %60), fibroblastlar (% 5), damarlar, sinirler ve hiicre disi
matriksten (yaklagik % 35) olusmaktadir (Newman ve ark., 2012). Dis eti bag
dokusunun temel hiicreleri fibroblastlardir. Mezenkimal kdkenli olan bu hiicreler dis
eti bag dokusunun gelisiminde, devamliliginda ve tamirinde gorevlidir. Fibroblastlar,
kolajen ve elastik lif sentezinin yaninda hiicre dis1 matriks, glikoprotein ve
glikozaminoglikan sentezlemektedir. Ayrica kolajen yikiminda, kolajenaz sentezi ve

fagositozdan sorumludur (Schor ve ark., 1996).

Hiicre dis1 matriks, hiicreler arasindaki amorf yapida yiiksek su igerikli maddedir.
Dis eti bag dokusunun hiicre dis1 matriksinin igerigindeki kolajen olmayan proteinleri,
proteoglikanlardan temel olarak dermatan sulfat ve heparan siilfat, glikoproteinlerden
temel olarak fibronektin olusturmaktadir (Bartold ve ark., 1981). Fibronektin, hiicreler
arasi baglanti, hiicre gocii, fagositoz ve hiicre dis1 matriks organizasyonu gibi doku
devamliligin1 saglayan pek ¢cok gorevde rol oynamaktadir (Mariotti, 1993). Laminin
diseti bag dokusu hiicre dis1 matriksinde bulunan diger glikoproteinlerden biridir.
Daha cok bazal laminaya yakin bolgelerde gozlemlenen laminin, hiicreler arasi
baglanti, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda gorev almaktadir (Beck ve ark.,
1990). Hiicre dis1 matrikste kolajen, retikiiler ve elastik lifler olmak {izere 3 tip bag
dokusu lifi bulunmaktadir. Bunlardan en yogun olan tip I kolajen lamina proprianin
biiyiik bir kismini olusturmakta ve dis etine gerilme direnci kazandirmaktadir (Loe ve

Karring, 1969). Dis eti bag dokusunda yaygin olarak bulunan diger kolajen, tip III



kolajendir ve bazal laminaya yakin bolgelerde daha yaygin dagilim gdstermektedir

(Bartold ve ark., 2000).

4.1.2. Alveol Kemigi

Alveol kemigi, alt ¢ene ve iist ¢cene kemiklerinin dis soketini destekleyen
boliimiidiir (Newman ve ark., 2012). Alveol kemigi, dis olusumu ve siirmesi ile
sekillenmektedir. Bu nedenle dislerin biiytikliigii, yeri, sekli ile disler araciligiyla
iletilen kuvvetler alveol kemiginin seklini ve yapisini etkilemektedir (Schroeder,

1991).

Alveol kemigi 2 kisimda incelenmektedir. Disi ve periodontal ligamenti saran
alveol kemigi, kortikal yapidadir ve alveol kemiginin i¢ ve dis yiizeyini sarmaktadir.
Destekleyen alveol kemigi ise siingerimsi kemik yapisindadir ve dis ile periodontal
ligamenti saran elveol kemigini desteklemektedir. Alveol kemiginde, dislerin
yerlestigi soket duvari, ince, kompakt ve gézenekli bir yapiya sahiptir. Bu gozenekli
yapi, alveol kemiginin merkezindeki silingerimsi kemik bdlgesinden periodontal
ligamente norovaskiiler demetlerin iletilmesini saglamaktadir (Newman ve ark., 2012;

Caglayan, 2018).

4.1.3. Periodontal Ligament

Periodontal ligament, disi ¢evreleyen ve alveol kemiginin i¢ duvarina baglayan
kan damarindan zengin, yiiksek miktarda hiicresel igerige sahip bag dokusudur
(McKee ve ark., 1996). Periodontal ligament ortalama 0,25 mm genisliktedir.
Periodontal ligament dislerin alveol kemigine tutunmasini saglamaktadir. Cigneme
kuvvetleri periodontal ligament araciligiyla alveol kemigine iletilmektedir.

(Caglayan, 2018).

Periodontal ligamenti olusturan en 6nemli yap1 periodontal fibrillerdir. Periodontal
fibriller, kolajen lif demetlerinden olusmaktadir. Alveol kemigi ve sement arasinda
uzanan kolajen lif demetlerine Sharpey fibrilleri ad1 verilmektedir. Sharpey fibrilleri,

alveol kemigine baglandiklar1 bolgelerde kismen kalsifiye olmaktadir. Periodontal



ligament fibrilleri temel olarak 6 grupta ele alinmaktadir: transseptal fibriller, alveol
kret fibrilleri, horizontal fibriller, oblik fibriller, apikal fibriller ve interradikiiler

fibriller (Newman ve ark., 2012).

Periodontal ligament histolojik olarak, bag dokusu hiicrelerini, epitelyal kalinti
hiicrelerini, immiin sistem hiicrelerini ve norovaskiiler sistemle ilgili hiicreleri
icermektedir (Ko ve Bernard, 1981). Bag dokusu hiicreleri; fibroblastlar,
sementoblastlar, osteoblastlar ve osteoklastlardir. Periodontal ligament bag dokusunda
en yaygin goriilen hiicreler olan fibroblastlar, kolajen ve hiicre dis1 matriks sentezinin
yaninda kolajen yikimmi da gergeklestirmektedir (Cate ve Deporter, 1975).
Periodontal ligament bag dokusunda bulunan diger hiicreler, periodontal ligamentin
dise ve alveol kemigine yakin olan bolgelerinde goriilmektedir (Newman ve ark.,
2012). Enflamasyon, tamir ve rejenerasyon durumlarinda periodontal ligament bag
dokusunda yer alan hiicreler sementin ve alveol kemiginin yikim, tamir ve yapiminda
onemli rol almaktadir (Mcculloch ve ark., 2000). Viicutta bulunan diger ligament ve
tendon benzeri dokular ile kiyaslandiginda periodontal ligament vaskiiler agidan
zengin bir dokudur. Bu sayede, diseti, kemik ve avaskiiler sement dokularmin

beslenmesine katkida bulunmaktadir (McCulloch ve Melcher, 1983).

4.1.4. Sement

Sement, dis kokiinii saran, kalsifiye, avaskiiler, mezenkimal kokenli dokudur.
Sementin inorganik icerigi (hidroksiapatit) % 45 - % 50 araligindadir. Bu oran
kemikten (% 65), dentinden (% 70) ve mineden (% 97) azdir (Newman ve ark., 2012).
Hiicresel igerigine gore, hiicresiz (primer) ve hiicreli (sekonder) olmak iizere iki temel
tip sement tanimlanmustir (Gottlieb, 1942). Bunlarin her ikisi de kalsifiye interfibriler
matriks ve kolajen lifler igermektedir. Sementin temel kolajen kaynagini, periodontal
ligament bag dokusunda yer alan fibroblastlarin senteziyle olusan Sharpey fibrilleri
olusturmaktadir. Sharpey fibrillerinin semente gomiildiigii bolgelerdeki kolajen
demetleri sementin ekstrinsik fibrilleri olarak ifade edilmektedir. Sement dokusunu
olusturan sementoblast hiicrelerinin sentezledigi kolajen lifler ise sementin intrinsik

fibrilleri olarak isimlendirilmektedir (Selvig, 1965). Sementoblastlar ayrica, sementin
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interfibriler matriksinde yer alan proteoglikanlarin, glikoproteinlerin  ve
fosfoproteinlerin sentezini gergeklestirmektedir. Ozellikle proteoglikanlar, sementin
rejenerasyonunda hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dis1 matriks etkilesiminde diizenleyici
rol almaktadirlar (Bartold ve Narayanan, 1998). Sharpey fibrilleri sement organik
iceriginin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bu sebeple tip 1 kolajen sement
dokusunda yaygin olarak bulunan kolajendir (%90) (Rao ve ark., 1979). Tip III kolajen
ise histolojik olarak Sharpey fibrilleri etrafinda gézlenmistir (%5) (Bartold, 1995).

4.2. Dis Eti Fibroblastlari ve Periodontal Ligament Fibroblastlar

Fibroblastlar, dis eti bag dokusunda ve periodontal ligamentte bulunan baskin
hiicrelerdir.  Fibroblastlar  bulunduklar1  dokunun devamlili§i, tamiri ve
rejenerasyonunda onemli rol iistlenmektedirler. Scanning elektron mikroskobu
incelemelerinde Hgf ve Hpdlf benzer yapida hiicreler olarak gdzlenmistir.
Fibroblastlar, oval uzun sekilli, ¢ekirdekleri genellikle merkezde konumlanmis
hiicrelerdir. Yapiskan hiicreler olarak da ifade edilen fibroblastlarin tutunma kabiliyeti
psodopod adi verilen hiicresel uzantilariyla iliskilidir (Giannopoulou ve Cimasoni,
1996). Hgf ve Hpdlf hiicreleri ile yapilan immiinohistokimyasal c¢alismalarda, bu
hiicrelerin adhezyon ve protein sentezi gibi benzer 6zelliklerinin yaninda ¢ogalma ve
olgunlagsma agisindan farkliliklar icerdikleri belirtilmistir (Mariotti ve Cochran, 1990;
Kuru ve ark., 1998). Mariotti ve ark. (Mariotti ve Cochran, 1990) Hgf ve Hpdlf
hiicrelerinin boliinme hizlarini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Hgt hiicrelerinin 4.
giine kadar, HpdIf hiicrelerinin ise 6. giine kadar hizli béliinme gosterdiklerini
bildirmislerdir. Aym1 ¢alismada, olgunlasan Hgf ve HpdIf hiicrelerinin, hiicresel
protein igeriginin benzer oldugu tespit edilmistir (Mariotti ve Cochran, 1990). Hpdlf
hiicrelerinin farklilasma kabiliyeti Hgf hiicrelerinden ayrilmaktadir. In-vitro
caligmalarda Hpdlf hiicrelerinin sementoblast ve osteoblastlara doniisebildigi
gosterilmistir (Cho ve Garant, 1996). Bu kabiliyeti sayesinde Hpdlf hiicrelerinin
periodonsiyumun tamir ve rejenerasyonunda gorev alan en temel hiicrelerden biri
oldugu diisliniilmektedir. Ayrica Kuru ve ark. (Kuru ve ark., 1998) yaptiklari

calismada Hpdlf hiicrelerinin fibronektin ve tip I kolajen sentezinin Hgf hiicrelerinden
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fazla oldugunu gostermis ve bu bulgunun Hpdlf hiicrelerinin yara iyilesmesi ve

rejenerasyonda aldigi rol ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir.

4.3. Hiicre Dis1 Matriks

Hiicre dis1 matriks, hiicreler arasinda yer alan, amorf yapida, c¢esitli
makromolekiillerden olusan maddedir (Mariotti ve Cochran, 1990). Hiicre dis1 matriks
hiicre gocli, proliferasyonu ve metabolizmasi gibi hiicresel davraniglarin
diizenlenmesinde kompleks ve oldukca 6nemli bir fonksiyona sahiptir (Kuru ve ark.,
1998). Fibroblast hiicreleri, hiicre dis1 matriks proteinlerini sentezlemektedir. Hiicre
dis1 matriksin bu protein igerigi, periodontal patolojinin baslamasi ve ilerlemesinin
yani sira yara iyilesmesinde de onemli bir yere sahiptir. Hiicre dist matriks ve
fibroblastlar arasindaki interaktif iliski pek ¢ok calismada incelenmistir (Chavrier ve
ark., 1984; Mariotti, 1993; Cho ve Garant, 1996; Palaiologou ve ark., 2001).
Palaiologou ve ark. (Palaiologou ve ark., 2001) Hpdlf ve Hgf hiicrelerinin, hiicre dis1
matriksinde bulunan, fibronektin, laminin, Arjinil-glisil-aspartik asit (RGD) peptid,
vitronektin, tip I ve tip IV kolajen proteinlerine baglanti farkliliklarini icelemislerdir.
Buna gore, Hgf ve HpdIf hiicrelerinin vitronektin, RGD peptid, tip I ve tip IV kolajene
benzer sekilde iyi baglandiklarini, laminin proteinine ise Hpdlf hiicrelerinin Hgf
hiicrelerine gore anlamli derecede daha iyi baglandigini gostermislerdir (Palaiologou
ve ark., 2001). Periodonsiyum hiicre dis1 matriksinde baskin olan proteinler kolajen
proteinleridir. Dis eti bag dokusunda ve periodontal ligamentte baskin kolajen
proteinleri tip I ve tip III kolajen olarak izlenmistir. Bunun yaninda dis eti bag
dokusunda tip IV ve tip V, periodontal ligamentte ise tip IV kolajen varlig1 tespit
edilmistir (Bartold, 1991). Kolajen ve diger hiicre dis1 matriks proteinlerinin hiicreler
ile olan etkilesiminde hiicre membraninda yer alan ve integrin adi verilen

transmembran proteinler gorev almaktadir.
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4.3.1 Tip I ve Tip III Kolajen

Kolajen proteinleri 1 veya 3 helikal sarmal i¢ceren makromolekiillerdir. En az 14
farkli kolajen molekiiliinii kodlayan 25 iligkili gen bulunmustur (Uitto ve ark., 1986).
Kolajen molekiilii 3 ayr1 polipeptid zincirden olusmaktadir. Alfa zinciri homotrimetrik
veya heterotrimetrik alanlar olusturmaktadir. Uglii helikal yapmin olusumu proteinin
aminoasit igerigine ve polipeptid zincirlerin sarrmina baghdir. Uclii helikal yapimin
amino asit dizilimine bakildiginda glisin-X-Y dizisiyle karsilasiimistir. X ve Y %
30’luk bir oranla prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerinden olusmaktadir. Uglii helikal
yapinin olugmasi i¢in en kiigiik aminoasit olan glisin 6nemlidir ve ii¢ zincirin birlestigi
alanda konumlanmistir (Mariotti, 1993). Kolajen protein ailesi molekiiler yapilarina

ve fonksiyonlarina gore siniflanmistir (Van der Rest ve Garrone, 1991) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Kolajen Ailesi (Van der Rest ve Garrone, 1991)

Molekiiler Cokeltiler Fonksiyonu
Agirhik (kDa) (Sematik)
I —
a.Fibriler Diseti, periodontal
ligament,
sement,kemik, .
I dentin, deri, tendon Gerilim .

285 [al(D]e2[1][al(D)]s A kuvvetlerine
pokocaise dayaniklilik saglar.
dokuda Y glar.
bulunmaktadir.

Kikirdak ve vitroz — Gerilim
I 285 [a1(D]s humér kuvvetlerine
dayaniklilik saglar.
Diseti, periodontal
ligament, sement,
deri, kan damari ve Gerilim
I 285 [o1(TID)]s fetal dokularda kuvvetlerine
baskin olarak dayaniklilik saglar.
bulunur
Daha ¢ok deri, kan
damarlari, iskelet
[al (V)]s kasi, diiz kas, Basal membran ve
diseti, periodontal stroma  arasindaki
v 300 [al(V)]202(V) ligament gibi baglantida yer alir,
dokularda, dokular hiicre atagmani ve
a0 @A) B arast maddede gociini diizenler
bulunur.
Klklrdak’ Tip 1 kolajen
intervertebral boyutunu diizenl
al(XDo2(XI) disk, kulak elastik ~ OY!HnH auzenier,
Xl 300 kikirdag,vitroz kolajen-
§1,vitrd .
a3(XI) humér ve proteoglikan
iligkisine Onciiliik
notokord  kilifta ' ds
bulunmaktadir. caer.

13



Tablo 4.1. Kolajen Ailesi Devami (Van der Rest ve Garrone, 1991)

Molekiiler Cokeltiler (Sematik) Fonksiyonu
Agwrhik (kDa)
b. Kesilen ii¢lii
sarmallari olan Tip I kolajene baglanir
fibrille iliskili e s
kolajenler \Vitroz Humor, kikirdakta & &
) 210 al(IX)a2(IX) a3(IX) . . elemanlarinin
lhiicre ¢evresi alan "~ .
baglantisina  onciilil
-
< .
IX / 3 eder
>
Tip I kolajene baglanir
§ A . ve diger bag dokuyl
X11 210 [a1(XID)]s Embrlyomk Cllt. ve tendmelemanlarmm
ile periodontal ligament "~ e
baglantisina  Onciiliik|
;!? eder.
=3
8
3
<
£
XIV 220 [al(XIV)]s Cilt,tendon Bilinmiyor.
c.Tabaka U — Lamini h
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Tip I kolajen ([al(D]2a2[I][al(I)]3) 285 kDA molekiil agirligindadir. Fibriler
kolajen ailesinin en 6nde gelen iiyesidir. Viicudun; cilt, tendon, kemik, dentin, sement,
periodontal ligament ve dis eti gibi pek ¢ok dokusunda bulunmaktadir. Bulundugu
dokulara gerilme kuvvetlerine kars1 diren¢ kazandirmaktadir (Narayanan, 1983). Tip
[T kolajen ([a1(IT)]3) 285 kDA molekiil agirliginda fibriler kolajen ailesinin diger bir
iiyesidir. Fetal dokularda yaygin goriinen tip I1I kolajen, dis eti, periodontal ligament,
sement, deri ve kan damarlarinda bulunmaktadir (Mariotti, 1993). Yapilan ¢aligsmalar,
periodonsiyumda erken enflamatuvar yanit ve erken yara iyilesmesi donemlerinde tip
[T kolajen ve tip V kolajen miktarinda artig oldugunu belirtmistir (Narayanan, 1983).
Periodontal hastaliklarda meydana gelen doku hasari ile birlikte ise %70’e kadar
kolajen yikimi olabilecegi belirtilmistir (Narayanan, 1983). Doku devamliliginda
kolajen ve diger hiicre dis1 matriks proteinlerinin hiicreler ile olan etkilesimi 6nem arz

etmektedir.

4.3.2. Integrin B;

Hiicre membraninda yer alan integrin molekkiileri hiicre-hiicre dis1 matriks
etkilesiminde rol oynayan proteinlerdir (Tamkun ve ark., 1986). Integrin molekiilleri
transmembran glikoproteinlerdir (Tamkun ve ark., 1986). Reseptor olarak calisan
integrin proteinleri hiicre dis1 matriks ve hiicre arasindaki haberlesmeyi saglayarak
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve protein sentezi gibi hiicre islevlerini
diizenlenmektedir (Jokinen ve ark., 2004).

Her bir integrin glikoproteini « ve 8 alt birimlerinden olusmaktadir (Hynes, 1992).
Integrin molekiiliiniin her bir « ve [ alt birimi de hiicre disina uzanan bolge, hiicre
membrant lizerinde yer alan bolge, ve hiicre icerisine uzanan sitoplazmik bolge olmak

iizere 3 kisim icermektedir (Schoenwaelder ve Burridge, 1999) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Integrin Molekiiliiniin Sematik Gosterimi (Albelda ve Buck, 1990)

Integrinler igin tanimlanan birbirinden 9 o ve 16 B alt birimi bulunmaktadir. Bu
alt birimlerin kombinasyonuyla olusan integrin proteinleri fonksiyonlarina gore 3
integrinler, (B, integrinler ve av integrinler olmak {izere 3 ana alt gruba ayrilmistir

(Barczyk ve ark., 2010) (Sekil 4.3.).
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Hiicrelerin, hiicre dis1 matrikse baglanmasinda [3; integrinler 6nemli rol
istlenmektedirler (Brakebusch ve Féssler, 2005). Periodonsiyum bag dokusunun
devamliligini saglayan Hgf ve Hpdlf hiicrelerinin integrin ekspresyonunda farkliliklar
tespit edilmistir. Hgf hiicreleri ocs, oc3, o¢s, ocv ve 1, integrinleri eksprese ederken, Hpdlf
hiicreleri oc4, o¢s, ocv ve 1 integrinleri eksprese etmektedir (Hakkinen ve ark., 1994;
Van Der Pauw ve ark., 2002). Hgf ve HpdIf hiicrelerinin, periodonsiyumun hiicre dis1
matriksinin temel bileseni olan kolajen proteinleri ile iliskisi degerlendirildiginde, tip
I, tip 11, tip III, tip IV ve tip V kolajenler ile iliskili baslica integrin reseptorleri «;f3
ve X2f31 olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte daha az bilinen oof31 | 111
integrinlerin de kolajenler ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Jokinen ve ark., 2004).
Fibroblastlarin, semente tutunmasini osf; integrinlerin rol aldigir belirtilmistir
(Ivanovski ve ark., 1999). Van Der Pauw ve ark. (Van Der Pauw ve ark., 2002)
yaptiklart calismada integrin 1 proteinini bloke etmek i¢in anti-f3; antikorunu
kullanmiglardir. Hgf ve HpdIf hiicrelerinin (3; integrin yoklugundaki davraniglarinm
inceledikleri arastirmalarinda, Hgf ve Hpdlf hiicrelerinin yayilma ve baglanma
davraniglarinda azalma tespit etmislerdir. Farkli titanyum ylizeylerde HpdIf
hiicrelerinin baglantisini integrinler iizerinden degerlendiren bir ¢caligmada, titanyum
ylizeylere Hpdlf hiicrelerinin baglantisi i¢in integrinlerin gerekli oldugu ancak farklh
implant yiizeylerinde, farkli integrinlerin reseptdr olarak gorev alabilecegi

belirtilmistir (Kramer ve ark., 2009).

4.4. Periodontal — Restoratif Iliski

Dental restorasyonlar ile periodontal saglik arasindaki iliskinin arastirildig:
caligmalar, bu iliskiyi farkli agilardan degerlendirmektedir. Dis eti kenariyla uyumlu
restorasyon sinir1, restorasyon kenarindaki tagkinliklarin varligi, marjinal sizintinin
varligi, ylizeyin piirlizliiliigli gibi durumlarin ve restoratif materyal tipinin periodontal
saglik iizerine etkileri 6zellikle incelenen konulardir (Waerhaug, 1956; Paolantonio ve

ark., 2004; Sunnegirdh-Gronberg ve ark., 2009; Van Landuyt ve ark., 2011).

Biyolojik genislik, restorasyonlarin yerlesimi ile ilgili dikkate alinmasi gereken

onemli bir kavramdir. i1k kez Gargiulo ve ark. (Gargiulo ve ark., 1961) tarafindan,
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kadavra caligmalarinda tanimlanmistir. Bu tanima gore alveol kemigi ve yumusak
doku arasindaki mesafe oluk derinligi, 0,67 mm epitelyal atasman ve 1,07 mm bag
doku atagmanini icermektedir ve ortalama 3 mm olarak ifade edilmektedir (Gargiulo
ve ark., 1961; Newman ve ark., 2012). Biyolojik genislik o6zellikle protetik
restorasyonlarda one ¢ikan bir kavramdir. Biyolojik genislik korunmadig: takdirde,
epitelyal atasman ve bag doku atagsmanina zarar verileceginden enflamasyon artisi,
klinik atagsman kayb1 ve dis eti ¢ekilmesi riski ortaya ¢ikmaktadir (Schéitzle ve ark.,
2001). Kok yilizeyine uzanan dis dokusu kayiplari, supragingival dis dokusunun
restorasyon tutuculugu agisindan yetersiz oldugu dis harabiyetleri, kuronal 1/3’te yer
alan kok perforasyonlar1 gibi durumlarin tedavisinin, biyolojik genislik korunarak
gerceklestirilebilmesi amaciyla uygulanabilen kuron boyu uzatma cerrahisi ilk kez
D.W Cohen tarafindan tanimlanmistir (Cohen, 1962). Kuron boyu uzatma islemi, flep
operasyonu ile birlikte rezektif kemik cerrahisini kapsayan biyolojik genisligin
yeniden tayin edilmesine imkan veren periodontal cerrahi islemdir (Cohen, 2007).
Ancak kuron boyu uzatma cerrahisi, kuron-kok oranindaki yetersizlik, estetik
problemler, yiiksek furkasyon varligi, dis ark iliskisindeki uyumsuzluklar gibi
kontraendikasyonlar igermektedir (Gupta ve ark., 2015). Restoratif materyallerde
meydana gelen gelismelerle birlikte, dis dokusu kaybinin fazla ve kuron boyu uzatma
cerrahisinin kontraendike oldugu durumlarda, periodontal dokular tizerindeki etkisi de
dikkate alinarak kullanilmasi en uygun olan restoratif materyale yonelik aragtirmalar
artmistir (van Dijken ve ark., 1987; Paolantonio ve ark., 2004; Oppermann ve ark.,

2016).

Van Dijken ve ark. (van Dijken ve ark., 1987) yaptiklar1 randomize klinik
caligmada, kok yiizeyine uzanan smnif III dis doku kaybi olan hastalarda; rezin
modifiye cam iyonomer siman, poliasit modifiye rezin kompozit ve rezin kompozit
restorasyonlarin dis eti enflamasyonu tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Hastalarin
bir hafta boyunca dislerini fircalamamasi iizerine olusturduklar1 gingivitis modelinde
0. ve 7. giin Plak Indeksi (PI), Gingival Indeks (GI) (Loe, 1967) skorlarin1 ve dis eti
olug1 stvis1 (DOS) miktarlarint degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda saglikli mine
ylizeyinin de kontrol grubu olarak dahil edildigi 0. ve 7. giin PI ve GI verilerinde
gruplar aras1 anlamli farklilik kaydetmemisler ancak 7. giin DOS miktarinin kontrol

grubunda daha az oldugunu belirtmislerdir (van Dijken ve ark., 1987).
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Dis eti cekilmesi olan hastalarda periodontal tedavi segenegi olarak mukogingival
cerrahi yontemler kullanilmaktadir (Allen ve Miller Jr, 1989; Pini Prato ve ark., 2005;
Cairo ve Pini-Prato, 2010). Diseti ¢ekilmesi sonucunda kok yiizeyinin agiz ortamina
acilmasiyla birlikte kok yiizeyi c¢iiriiklerinde ve kok yilizeyinde meydana gelmis
abraziv defektlerde artis gozlenmektedir (Goldstein ve ark., 2002; Zucchelli ve ark.,
2006). Mukogingival cerrahi dncesinde varligi teshis edilen kok yiizeyi ¢iiriiklerinin
ve abraziv defektlerin restorasyonu onerilmektedir. Boylece var olan doku kaybi
sebebiyle kaybolmus mine-sement sinirinin yeniden tayin edilmesinin, hassasiyet
probleminin giderilmesinin, flep adaptasyonunun arttirilmasinin cerrahi basariy1
arttiracagi bildirilmistir (Terry ve ark., 2003; Zucchelli ve ark., 2006; Lucchesi ve ark.,
2007; Santamaria ve ark., 2009; Cairo ve Pini-Prato, 2010).

4.4.1. Kullamlan Restoratif Materyaller

Periodonsiyum ile yakin iliskide ve periodontal cerrahi alanda kullanilabilecek
olan restoratif —materyallerin  etkileri klinikk ve in-vitro c¢alismalarla
incelenmektedir(Dragoo, 1997; Reichl ve ark., 2006; Goldberg, 2008). Gilimiis
amalgam restorasyonlardan salinan civanin insan viicudunda toksik etkiler
yaratabilecegini belirten ¢alismalarin ve estetik taleplerin artmasiyla birlikte, rezin
esasli cam iyonomer ve kompozit gibi restoratif materyallerin kullanimi
yayginlasmistir (Geurtsen, 2000; Clarkson ve Magos, 2006). Bu gelismeler,
arastirmalarin yoniinii restoratif materyallerin yiizey 6zelliklerine, materyal {izerinde
degisen biyofilm kompozisyon fakliliklarina ve materyallerin periodontal dokular

iizerindeki etkilerine yonlendirmistir.

Cam iyonomer simanlar, 1960’larin sonunda floro aliimina silikat toz ve
poliakrilik asit arasinda su varliginda gerceklesen asit-baz reaksiyonuna
dayandirilarak gelistirilmistir (Wilson, 1972). Hidrofilik 06zelliklere sahip bu
materyalin dentin ve mineye baglanma mekanizmasi, poliakrilik asitin kalsiyum ile
kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Bdylece organik polimerler kolajen ile

hidrojen baglar1 olusturmaktadir (Craig ve Powers, 1989; Lohbauer, 2009).
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Cam iyonomer restoratif materyallerin fiziksel 6zellikleri gelistirilerek giiniimiizde
kendiliginden polimerize olan konvansiyonel ve rezin modifiye cam iyonomer
simanlar 6n plana c¢ikmistir. Konvansiyonel cam iyonomer simanlarin hidrofilik
olmalar1 cerrahi sahada kullanilmalarina yonelik 6nemli bir avantaj saglamaktadir.
Ayrica cam iyonomer simanlardan flor salinimi gergeklesmektedir. Flor saliniminin
yarattig1 bakteriostatik etkinin, plak florasi lizerinde de etkili olabilecegi belirtilmistir
(Seppa ve ark., 1993; Hayacibara ve ark., 2003). Ancak yiizey piiriizliligii ve plak
retansiyonunu arttirabilecegine dair calismalar da bulunmaktadir (Carlen ve ark.,

2001).

Alkan ve ark.(Alkan ve ark., 2006) yapmis olduklar1 klinik ¢alismada, anterior
bolgede kok ylizeyi defekti olan hastalarda cam iyonomer restorasyonlar ile kombine
edilmis mukogingival cerrahi tedavinin basarisini degerlendirmislerdir. Mukogingival
tedavinin tek basina uygulandig1 kontrol grubu ile yaptiklar1 karsilastirmada, 9 aylik
takipte sondalama derinligi ve klinik atasman seviyesi agisindan gruplar arasinda
anlaml fark olmadigimi belirtmislerdir (Alkan ve ark., 2006). Baska bir hayvan
caligmasinda, supragingival ve subgingival yerlesimli amalgam ve cam iyonomer
restorasyonlarin enflamatuvar etkisi histolojik ag¢idan incelenmistir. Bu ¢alismanin
bulgularina gore supragingival restorasyonlarin subgingival restorasyonlara gore daha
az enflamatuvar yanit olusturdugu ve subgingival restorasyonlar i¢cinde amalgam
restorasyonlarin cam iyonomer restorasyonlardan daha fazla enflamatuvar yanita

sebep oldugu bildirilmistir (Gomes ve ark., 2005).

Cam iyonomer restorasyonlarin hidrofilik olmalar1 sebebiyle doku sivilar1 ve
tiikiiriikle uzun donemde temas sonucu yapilari bozulmaktadir. Ayrica cam iyonomer
restorasyonlarin mekanik 6zellikleri agisindan stres kuvvetlerine dayanikliliklari
diisiiktiir. Bu durumlar, cam iyonomer restorasyonlarin daimi restoratif materyal
olarak kullanimlarini ve stres kuvvetlerinin daha fazla oldugu posterior bolgedeki sinif

IT ve siif I restorasyonlarda kullanilmalarini sinirlandirmaktadir (Uno ve ark., 1996).

20



4.4.2. Kompozitler

Kompozit dolgu materyalleri artan estetik talepler ve klinik uygulamalardaki
gelismelerle 1960’larin basinda tanimlanmis organik, inorganik ve baglayict matriks
olmak iizere ii¢ ayr1 matriks bileseninden olusan materyallerdir (Peutzfeldt, 1997; Kim
ve ark., 2006). Bu matriksler kompozit rezinlerin fiziksel, mekanik ve estetik
ozelliklerini belirlemektedir (Ferracane, 2011)

Organik matriks kompozitlerin polimerizasyon sonrasi rijit yapiya doniismelerini
daglayan bilesendir. En sik kullanilan organik matriks icerigi Bisfenol A-glisidil
dimetakrilat (Bis-GMA) olmustur (Bowen ve Marjenhoff, 1992). Diger sik kullanilan
organik matriks bileseni uretan dimetakrilat (UDMA) olup Bis-GMA’ya gore
kompozite akigkanlik 6zelligini kazandirir ancak molekiill agirhig disiiktiir. Bu
sebeple polimerizasyon sonrasi daha fazla biiziilme yaratmaktadir (Ferracane, 1995).
Kompozitlerin viskozitesini azaltip akiskanligi arttirmak i¢in trietilen glikol
dimetakrilat (TEGDMA), metil metakrilat (MMA), etilen dietil metakrilat (EDMA)
monomerleri organik matriks olarak kullanilmaktadir (Bayne ve ark., 2006; Garcia ve
ark., 2006).

Inorganik matriks ise organik matriksin igine dagilmis farkli biiyiikliiklerdeki
lityum, aliminyum silikat, kuartz, cam partikiilleri ve bor silikat gibi dolduruculardan
olusmaktadir ve materyale fiziksel Ozelliklerini kazandirmaktadir. Inorganik
doldurucular ayni zamanda mekanik dayaniklilik, estetik ve polimerizasyon
biiziilmesinin azaltilmasina katki saglamaktadir (Ferracane, 1995; Bayne ve ark.,
2006) Cinko, yitriyum, baryum gibi metaller radyoopasite amaciyla inorganik faza
eklenirken silika icerigi mekanik dayaniklilik yaninda 151k gecirgenligini arttirarak
kompozit materyallerinin estetik 6zelliklerini arttirmaktadir (Nicholson ve Connor,
2002).

Organik ve inorganik fazlar arasindaki baglayic1 matriks, silan olarak adlandirilan
silisyum bilesikleri ile saglanmaktadir (Bowen ve Marjenhoff, 1992). Silanlar ¢ift
fonksiyonlu molekiillerdir; hem silika partikiillerinin yiizeyindeki hidroksil grubuyla,
hem de organik matriksteki metakrilat gruplariyla kovalent baglar yapar (Zimmerli ve

ark., 2010).
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Kompozitler, gesitli 6zelliklerine gore genellikle de inorganik doldurucunun
biiytikliigii, miktar1 ve kompozisyonuna gore 3 temel gruba ayrilmistir. Bunlar (1)
Geleneksel kompozitler, (2) mikro dolduruculu kompozitler (3) hibrit kompozitlerdir.
Kompozit yapisindaki son gelismeler, akici, packable (tasmabilir) ve nano
dolduruculu kompozitler gibi pek ¢ok farkl tip kategori ortaya ¢ikartmistir (Roberson
ve ark., 20006).

Geleneksel kompozitler agirliklarinin %75-80’1  oraninda  doldurucu
icermektedirler (Roberson ve ark., 2006). 1980’lerde kullanilan geleneksel
kompozitlerin partikiil biiylikliigli 8 mm olmakla birlikte biiyiik paritkiiller plirtizli
ylizey yaratmasi, renklenme problemi ve aginma dayaniksizligi yaratmistir (Craig,
1981) 1970’lerin sonunda gelistirilen mikro dolduruculu kompozitlerde partikiil
boyutu 0,01- 0,04 mm olan koloidal silika partikiilleri kullanilmistir (Roberson ve ark.,
2006). Tipik olarak mikrodoldurucu kompozitler hacim olarak ortalama % 35-60
oraninda doldurucu icermektedir, bu da fiziksel 6zelliklerini geleneksel ve hibrit
kompozitlere gore diistirmektedir (Roberson ve ark., 2006). Hibrit kompozitler ise
geleneksel ve mikrodolduruculu kompozitlerin avantajlarin1 kombinasyonu amaciyla
0,04 — 1 mm partikiil boyutunda ve agirliklarinin % 75-80°1 kadar doldurucu igerecek
sekilde dizayn edilmislerdir (Roberson ve ark., 2006).

Son donemde kompozitlerin {iretiminde nanoteknolojinin kullanilmasiyla
ozelliklerinde 6nemli gelismeler elde edilmistir. Gliniimiizde nanopartikiiller iceren iki

tip kompozit bulunaktadir (Celik, 2017)

a) Nanofiller: Rezin matriks igerisinde 1-100 nm boyutunda nanopartikiiller

icermektedirler. Daha biiyiik doldurucular bulunmamaktadir.

b) Nanohibrit: Nano partikiillere ek olarak 0,4 — 5 um boyutunda partikiiller

icermektedirler.

Nanohibrit kompozitlerin sagladigi en temel avantaj mikrohibritlerin mekanik
giicli ve mikrodolduruculu kompozitlerin yiizey polisajlama 6zelliklerine sahip olmast
olarak belirtilmistir (Celik, 2017).

Ormoserler, 2000’lerin basinda piyasaya tanitilmis, ‘organik modifiye seramik’
sozciiklerinin akronimiyle tanimlanmis yeni nesil kompozitlerdir (Hickel ve ark.,
1998) Organik olarak modifiye edilmis metalik olmayan inorganik kompozitler olarak

da tanimlanan ormoserlerin temel yapisini polikondensasyon ile olusturulmus organik
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bir ag olustumaktadir. Bu temel yapi, silikon dioksit tabanlidir (Circular, 2000; Al-
Hiyasat ve ark., 2005). Ormoserlerin doldurucu partikiillerinin boyutu 1-1,5 pm’dir.
Ormoserler %61 oraninda doldurucu partikiil igcermektedir (Celik, 2017).
Polimerizasyon biiziilmesinin az olmasi, aginma direncinin fazla olmasi ve cliriikk
onleyici etkinliklerinin (Celik, 2017) yaninda monomer saliniminin az olmast ve buna
bagli biyouyumluluklar1 avantajlar1 olarak gosterilmistir (Al-Hiyasat ve ark., 2005;
Brackett ve ark., 2007; Anand ve Balasubramanian, 2014; Celik, 2017).

Giliniimiizde farkli iceriklere sahip pek cok materyal piyasada bulunmaktadir.
Kompozitleri olugturan monomrlerin polimerizayon sonrasinda dahi dokulara sizmasi
ve kimyasal olarak bozulmalari uzun dénem stabilitelerini ve biyouyumluluklarin
etkilemektedir (Lee ve ark., 1998; Reichl ve ark., 2006; Bakopoulou ve ark., 2009).
Yapilan in-vitro caligmalarda, kompozit bilesenlerinin sitotoksik, genotoksik,
mutojenik ve Ostrojenik etkiler yaratabilecegi belirtilmistir (Schmalz, 1994;
Kleinsasser ve ark., 2004; Lee ve ark., 2006).

Schubert ve ark. (Schubert ve ark., 2019) yaptiklar1 ¢alismada, nanohibrit
kompozit, nanohibrit ormoser (AF) ve nanofiller kompozitlerin fare L929 fibroblasti
ile Hgf hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini 48 saat ve 72 saat siirelerinde
degerlendirmislerdir. 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda 1929
fibroblast ve Hgf hiicrelerine en diisiik sitotoksik etki ormoser kompozit gurubunda
tespit edilmistir. Bununla birlikte inkiibasyon zamaninin hiicre canlilig1 iizerindeki
etkileri degerlendirilmis, 1929 fibroblast hiicrelerinde ormoser kompozitlerin
sitotoksik etkisinin zamanla anlamli olarak azaldigi, nanohibrit ve nanofiller
kompozitlerin sitotoksik etkisinin ise zamanla arttig1 goriilmiistiir (Schubert ve ark.,

2019).

Yang ve ark.(Yang ve ark., 2018), 5 farkli kompozit materyalinden salinan
monomerleri ve bu monomerlerin Hgf hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkilerini 72 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan degerlendirmisler ve hiicre kiiltiirii
ortamina salman 12 kimyasal molekiilden 6zellikle kompozitlerin organik matriksini
olusturan metakrilat igerikli monomerlerin (2- Hidroksietil metakrilat (HEMA),
TEGDMA, etilen glikol dimetrakrilat (EGDMA)) konsantrasyonunun fazla oldugunu
tespit etmislerdir. Salmman bu monomerlerin Hgf hiicreleri iizerinde anlamli bir

sitotoksik etki gostermedigini ortaya koymuslardir. Ancak Bis-GMA igerikli mikro
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hibrit 6zellikte iki farkli kompozitten salinan bilesiklerin, DNA ¢ift zincir kirilmasina

sebep oldugunu bildirmislerdir (Yang ve ark., 2018).

Falconi ve ark. (Falconi ve ark., 2007), kompozit organik matriksinde bulunan
HEMA monomerinin Hgf hiicrelerinde tip I kolajen miktarina olan etkisini; 24 saat,
72 saat ve 96 saat inkiibasyon siirelerinde degerlendirmisler ve Hgf hiicrelerindeki tip
I kolajen miktarinin 24 saat, 72 saat ve 96 saat siirelerinde giderek azaldigini ortaya

koymuslardir.

Hakki ve ark. (Hakki ve ark., 2012) kok perforasyonlarinda kullanilabilecek ¢inko
oksitojenol, kompomer, Mineral Toksik Agregat (MTA), kendinden polimerize
olabilen rezin kompozit ve amalgam restoratif materyallerinin Hpdlf hiicreleri
iizerindeki sitotokksik etkilerini ve tip I kolajen ekspresyonunu 48 saat ve 96 saat
stirelerinde arastirmiglardir. Sitotoksik etkisi anlamli olarak en diisiik materyali MTA
olarak tespit etmislerdir. Tip I kolajen ekspresyonu ise amalgam disindaki tiim
gruplarda anlamli olarak artmis 6te yandan amalgam grubunda anlamli degisiklik

tespit edilmemistir (Hakki ve ark., 2012).

Bu calismada, periodontal restoratif iliski diisiiniilerek farkli igeriklere sahip 3
kompozit dolgu materyali AF, EQS ve CT nin Hgf ve Hpdlf hiicre dizileri {izerindeki
sitotoksite etkisi 24 saat ve 1 hafta inkiibasyon siirelerinde degerlendirildi. Ayni
zamanda, AF, EQS ve CT kompozit materyallerinin, Hgf hiicreleri {izerine tip I, tip III
kolajen ve integrin B1 protein ekspresyonu etkileri 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda

degerlendirildi.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kompozit Disk Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calismada, secilen 3 farkli igerikli AF!', EQS? ve CT? kompozit materyaline ait
detayl1 bilgi tabloda verildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Caligmada kullanilan kompozit materyallerin igerik ve iiretici firma bilgisi

Materyal Kategori icerik* Uretici

(Temel Monomerler)

Admira® Fusion Nano-Hibrit-ormoser  Silikon oksit VOCO GmbH,
Cuxhaven Germany

Estelite® X Quick Supra-Nano-Fill Rezin Bis-GMA ve Tokuyama Dental,
Sigma Triethylen Glycol Tokyo, Japan
Dimetacrylate, Radical
Amplified Photo-
Polymerization

Initiator (RAP
Technology™)
Charizma® Topaz Nano-Hibrid TCD-Urethan Heraeus Kulzer,
Kompozit Monomer (TCD-DI- Wehrheim, Germany
HEA)

* Uretici firma tarafindan verilen bilgilere gore diizenlenmistir.

Her kompozit materyalinden, ¢apt 7 mm kalinligi 2 mm olacak sekilde disk
ornekler ISO 10993-12:2012 standartlarina gore, n=3 deney sayist dikkate alinarak
hazirlandi (Tablo 5.2a, 5.2b, 5.2¢). Hazirlanan 7 mm ¢apli, 2 mm kalinliktaki kompozit

disk drneklerinin yiizey alan1 120,89 mm? olarak hesaplandh.

! Nano-Hibrit-Ormoser, Admira® Fusion,VOCO GmbH, Cuxhaven, Almanya
2 Supra-Nano-Fill Rezin Kompozit, Estelite® ¥ Quick Sigma,Tokuyama Dental, Tokyo, Japonya
3 Nano-Hibrit Kompozit Charizma® Topaz, Heracus Kulzer, Wehrheim, Almanya
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Tablo 5.2a. Sitotoksisite ve canlilik deneylerinde zaman araliklarina ve hiicrelere gore

kullanilan kompozit disk 6rneklerinin say1s1

Kompozit Hiicre Dizisi 24 saat 1 hafta Toplam
Hgf n=3 n=3 12 disk
Admira® Fusion HpdIf n=3 n=3
Hgf n=3 n=3 12 disk
Estelite® ¥ Quick Sigma Hpdlf n=3 n=3
Hgf n=3 n=3 12 disk
Charizma® Topaz Hpdlf n=3 n=3

Tablo 5.2b. Protein eksrpresyonu deneyinde kullanilan kompozit disk 6rneklerinin

sayist
Tip I Kolajen / Tip Il Kolajen /integrin B:
Kompozit Hiicre 24 saat Etkileri icin Gerekli Disk Sayis1 Toplam
Dizisi

Hgf 14X2 28 disk
Admira® Fusion
Estelite® ¥ Quick  Hgf 14X2 28 disk
Sigma
Charizma® Topaz Hgf 14X2 28 disk

Tablo 5.2¢. Deneylerde kullanilan kompozit disklerinin toplam sayilar

Kompozit Toplam Disk Sayist

Admira® Fusion 40
Estelite® ¥ Quick Sigma 40
Charizma® Topaz 40
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Steril teflon kaliplara doldurulan kompozitlerden tasan materyal steril spatiil
kullanilarak uzaklastirildi.Polimerizasyon sirasinda olusabilecek oksijen inhibisyon
tabakasin1 Onlemek i¢in numunelerin iizerine seffaf plastik serit yerlestirildi.
Numuneler 151k giicii 650 mW/cm?olan Light Emitting Diode (LED)! her iki yiizeyden
20 sn siireyle 1sinlandi (Sekil 5.1.).

20 sn

7 MM —)
LED 151k

kaynagi ‘ 2 mm

Kompozit disk é6rnek

20 sn

Sekil 5.1. Kompozit Disk Orneklerin Hazirlanmasi

Hazirlanan kompozit disk 6rnekler UV altinda 1 saat bekletilerek sterilize edildi,
ardindan deney Oncesi 24 saat siireyle karanlik ortamda, oda sicakliginda (21°C)

dinlendirildi.

' LED 151 kaynagi, VALO®, Cordless Curing Light; Ultradent, A.B.D
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Resim 5.1. Hazirlanan kompozit disk 6rnekler

5.2. Hiicrelerin ¢oziilmesi, pasajlanmasi, cogaltilmasi ve sayilmasi

Hgf! ve Hpdlf? hiicre dizilerinin beslenme kosullari; sodyum piriivat, glutamin, yiiksek
D-glukoz® ve sodyum bikarbonat iceren Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM)* besi yeri ile saglandi. (Resim 5.2a., Resim 5.2b.) Hiicreler -152 °C’de s1v1
azot tankindan aliarak hizla ¢oziinmesi saglandi. Coziinen hiicreler igerisinde 10 ml

besi yeri bulunan 15 ml’lik tiiplere aktarilarak 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij’ edildi.

Resim 5.2.a. Steril ortam b. DMEM

' Human Gingival Fibroblast — Kat No: CRL-2014, ATCC, A.B.D

2 Human Periodontal Ligament Fibroblasti — Kat No: CC7049, LONZA, Isvigre
3 D-Glukoz — Kat No: G8270, Sigma Aldrich, Almanya

4 DMEM - Kat No: P04-02500, Pan Biotech, Almanya

5 Santrifiij cihaz1 — Biosafe Avanti J-301, Beckman Coulter, A.B.D
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Stipernatant uzaklastirildiktan sonra palet resiispanse edilerek, besi yeri igeren

flasklara ekildi. Hiicreler 37 °C’de % 5 CO» igeren ortamda inkiibasyona' birakildi ve

hiicre ¢ogalmas1 her giin takip edildi (Resim 5.3). Pasaj yapmak i¢in hiicrelerin

ekildikleri flasklar1 %70-80 oraninda doldurmalar1 beklendi (Resim 5.4).

Resim 5.3. a. Hiicre kiiltiir ortam1 (flask) b. Inkiibator

Resim 5.4. Flaskin %70-80’ini dolduran a. Hgf hiicrelerinin ve b. Hpdlf hiicrelerinin

151k mikroskobu goriintiisii (10X)

Phosphate Buffered Saline (PBS)? ile ii¢ kez yikanan hiicreler, eklenen tripsin-
EDTA3 ile 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tripsinin etkisini
ortadan kaldirmak amaciyla eklenen besi yeri ile birlikte 15 ml’lik tiiplere toplanan
hiicreler 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijiin ardindan paletin miktarina gore besi yeri ile

resiispanse edilerek flasklara ekildi. Hiicrelerin sayilmasi amaciyla, 10 pl hiicre

! CO; inkiibatér — MCO 18 AIC, Sanyo, A.B.D )
2 Phosphate Buffered Saline (PBS) 10X — Kat No: BE17-517Q, LONZA, Isvigre
3 Tripsin-EDTA — Katalog no: P10-0235SP, Pan-Biotech, Almanya

29



siispansiyonu 10 pl tripan mavisi' ile karistirildi, toma lami ve lamel arasina boyanan
hiicre slispansiyonu ve tripan mavisi karisimindan 10 pl konularak 1s1k mikroskobunda
10X biiyiitmede hiicreler sayildi (Resim 5.5.). Tripan mavisi ile boyanan hiicreler 6l1i,
boyanmayan hiicreler canli olarak degerlendirildi ve asagidaki formiile gore ml’deki

hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri X seyreltme faktorii X 10*

Resim 5.5. Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin toma lami iizerinde 151k

mikroskobunda sayilmasi (10X)

5.3. Sitotoksisite testi

Hgf ve HpdIf hiicreleri, 103 hiicre / kuyucuk olacak sekilde, 2 ml besi yeri/kuyu
iceren 24 kuyucuklu plakalara ekildi ve 24 saat 37 °C’de kuyulara tutunmalar1 i¢in
inkiibasyona birakildi (Resim 5.6).

Y "va;-

Resim 5.6. Deney i¢in hiicrelerein 24 kuyucuklu plakalara ekimi

! Tripan Mavisi — Kat.No: 72-57-1, Sigma Aldrich, Almanya
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Ardindan DMEM tazelenerek, Hgf ve Hpdlf hiicreleri 24 saat ve 7 giin siirelerinde
24 kuyucuklu plakalarda, kompozit diskler ile direk temas halinde inkiibasyona
birakildi (Resim5.7). Disk 6rnek ylizey alam1 ve kuyucuk yiizey alanlar1 arasindaki

oran %18,15 olarak hesaplanda.

Resim 5.7. Hgf ile planlanan 24 saatlik deney planinda a. 24 kuyucuklu plakalarda,
her kuyucukta 107 hiicre olacak sekilde 24 saat inkiibe edilen ve 24 saat 6nceden n=3
deney sayisinda U.V ile 1 saat steril edilmis kompozit diskler b. Her kuyucuga bir disk
yerlestirilmesi ¢. 24 kuyucuklu plakada bos, kontrol, AF uygulanmis, CT uygulanmis
ve EQS uygulanmis gruplara ayrilmis plakanin 24 saat medyumda bekletilmesi

5.3.1. MTT testinin uygulanmasi

Hgf ve HpdIf hiicre dizilerine, 24 saat ve 1 hafta siireli materyal uygulamalarinin
ardindan kompozit diskler kuyucuklardan uzaklastirildi. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)' soliisyonu ana stok 0,1 ¢ MTT / 10 ml PBS
olacak sekilde hazirlandi (Resim 5.8). Daha sonrasinda her kuyucukta son
konsantrasyonu 0.33 ug/ml olacak sekilde her kuyucuga 0.66 ul MTT soliisyonu
eklendi ve 37°C , 5% CO; ortamda 2 saat inkiibasyona birakildi (Resim 5.9).

! 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, MTT, Glentham Life Sciences,
Ingiltere
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Resim 5.8.a. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl)-2,5-Diphenyltetrazolium b. MTT 0.1 g

tartilmasi ¢. 0,1g MTT / 10 ml PBS ana stok soliisyonun hazirlanmasi

Resim 5.9. a. Her kuyucuga kuyucuk konsantrasyonu 0.33 ul g /ml olacak sekilde 0.66
ul MTT soliisyonu eklenmesi b. 37 °C, 5 % CO; ortamda 2 saat inkiibasyon

Inkiibasyon periyodu ardindan, her kuyucuktan 2 X 100 ul hiicre ortami aliarak
96 kuyucuklu plakalara aktarildi (Resim 5.10). 24 kuyucuklu plakada kalan hiicre
ortami1 bosaltilarak MTT formazonu agiga ¢ikarmak icin 1 ml ¢dziicli tampon (10g

SDS/ 99.4 DMSO + 0.6 ml asetik asit) kuyucuklara eklendi (Resim 5.10).
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Resim 5.10. a. 2 saat inkiibasyon ardindan 24 kuyucuklu plaka goriintiisii b.
Hiicrelerdeki boyanmanin mikroskop goriintiisii (10 X) ¢. Her kuyucuktan okuma igin

100 ul karisimin 96 kuyucuklu plakaya aktarilmasi. d. 96 kuyucuklu plaka goriintiisii

(PEROD),

f. {

4 M

Resim 5.11. a. 24 kuyucuklu plakada kalan hiicre ortaminin bosaltilmasi b. ¢oziicti
tampon c. Coziicli tampon 24 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1 ml olacak sekilde

koyulduktan sonra agiga ¢ikan formazona bagl renklenme
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Coziicli tampon eklenen kuyucuklardan alinan 2 X 100 ul ornekler yine 96
kuyucuklu plakalara konularak absorbans degerleri PerkinElmar Enspire multimode
plate reader' 'da 590 nm’de okundu. (Resim 5.12). Elde edilen absorbans degerleri

ylizde sitotoksisite ve yiizde canlilik degerlerine ¢evrildi.

Resim 5.12. a. 96 kuyucuklu plakalara 2 X 100 ul eklenen 6rnekler b. PerkinElmar
Enspire multimode plate reader c¢. Absorbans degerlerinin Ol¢iilmesi i¢in 96
kuyucuklu plakanin cihaza yerlestirilmesi d. Yapilan okuma sonucu alinan absorbans

degerleri

5.4. Hiicrelerden protein eldesi ve protein konsantrasyonunun hesaplanmasi

Protein ekspresyon deneyinin sitotoksisite deneyi takibinde ayni standartlarda devam

etmesi i¢in Hgf hiicreleri 100’1k petri kaplarina ekildi. 24 kuyucuklu plaka gozlerinin

! PerkinElmar Enspire multimode plate reader, Perkin Elmer, Boston, A.B.D
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ve 100’lik petri kabinin yiizey alani oranlandi ve aradaki fark 14 kat olarak hesaplandi.
Bu hesaplamaya gore 100’liik petri kaplarina 14 x 10 hiicre ekildi ve her petri kabina
14 kompozit disk yerlestirildi. Deney sayis1 n=2 olarak tekrarlandi ve 24 saat
inkiibasyona birakildi (Resim 5.13).

Resim 5.13. a. Kompozit disklerin petri kaplarina hiicrelerle direkt temasta

yerlestirilmesi ve b. 24 saat inkiibasyonu

Uygulamanin ardindan diskler uzaklastirilarak hiicrelerin protein i¢eriginin aciga
cikarilmasi i¢in “Cell Lysis Buffer'” (20 mM Tris-HC1 pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 Mm
Na,EDTA, 1 mM EGTA, %1 Triton, 2.5 mM sodyum pirofosfat, 1 mM
betagliserofosfat, 1 mM Na3VOs, 1 pg/ml Iopeptiny 1 mM PMSF) kullanildi.
Besiyerleri her bir uygulama igin ayri bir falkon tiipe toplandi. Petri kaplar1 PBS ile
yikanarak DMEM’in tam olarak uzaklastirilmasi ve lizis tamponun hiicrelerle
maksimum oranda temas etmesi saglandi. Her 10 ml lizis tampon i¢ine 1 ml proteaz
inhibitorii (Protease Inhibitor Cocktail)* eklendi ve her 10 ml tampon 1 ml ddH,0 ile
dilue edilerek 1x lizis tampon hazirlandi ve her petri kabina 1x liziz tamponundan 400

ul eklenerek 5dk. buz ile temasta dinlendirildi (Resim 5.14).

! Cell Lysis Buffer”- Kat. No: 98338, Cell Signaling Technology, Massachusetts, A.B.D(20 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 Mm Na;EDTA, 1 mM EGTA, % 1 Triton, 2.5 mM sodyum pirofosfat, 1
mM betagliserofosfat, 1 mM Na3;VOsa, 1 pg/ml I6peptin, 1 mM PMSF)

2 Proteaz Inhibitérii, Protease Inhibitor Cocktail, Kat. No: G6521, Promega, ABD
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Resim 5.14.a. Kompozit disklerin petri kabindan uzaklastirilmasi b. Petri kabindaki
DMEM’in falkon tiiplere aktarilmasi ¢. PBS ile yikamanin ardindan 400 ul lizis

tamponu eklenerek 5 dk. buz lizerinde dinlendirilmesi

Falkon tiipe toplanan besiyerleri 15 dk. siireyle santrifiij' edildikten sonra
siipernatant uzaklastirildi ve pellet, lizis tamponu eklenerek eppendorf tiipe aktarildi.

Petri kabindaki hiicreler de kazinarak ayn1 eppendorf tiiplere aktarildi (Resim 5.15).

Resim 5.15.a. Sogutmali santrifiij b. Petri kabindaki hiicrelerin kazinmasi ve c.

eppendorf tiiplere aktarilmasi

Eppendorf tiiplere aktarilan 6rnekler 30 dk buzda bekletildi. Ardindan hiicrelerin
tam olarak pargalanmasi ve proteinlerin aciga ¢ikarilmasi i¢in 10 kez 32 Gauge’luk
enjektorlerden gecirilerek dondurup ¢6zme islemi 3 kez tekrarlandi. Son asamada 30

dk. santrifiijiin ardindan hiicre zar1 ve diger hiicre artiklar1 c¢okelerek pelleti

! Sogutmal santrifiij, 22r, Microfuge, Beckman Coulter, A.B.D
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olustururken protein igerigi supernatant olarak ayrildi ve protein tayini Pierce BCA

Protein Kiti! ile gerceklestirildi.

Pierce BCA Protein Kiti protokoliine uygun olarak, 1 ml ‘de 2 mg/ml Albiimin
(BSA) standardi igeren ampiil kullanilarak farkli diliisyonlarda 9 adet standart
hazirland1 (Resim 5.16).
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Resim 5.16.a. 2 mg/ml Albumin (BSA) iceren 1 ml ampul b. Farkli diliisyonlarda

hazirlanan 9 adet standart ve n=2 olarak hazirlanmis 6rnekleri i¢eren eppendorf tiipler

Standartlarin hazirlanmasi ve protein ekstraksiyonu sonrast 96 kuyucuklu
plakalarda kuyucuklar isaretlenerek n=2 prensibine gore her kuyucuga 25 ul standart
ve ornekler konuldu. Ardindan ¢alisma reaktifi (50:1 Reaktif A:B) her kuyucuga 200
ul calisma reaktifi (50:1 Reaktif A:B) eklendi ve 37°C , 5% CO, ortamda 30 dk
inkiibasyon sonrasi olusan renk degisikliginin absorbans degerleri, 562 nm’de Perkin
Elmar Enspire Multimode Plate Reader ile okundu. Absorbans degerlerine gore

standart egri ¢izilerek orneklerdeki total protein miktari tayin edildi.

! Pierce BCA Protein Kiti, Thermo Fisher Scientific, A.B.D
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5.5. Western blot ile tip I kolajen, tip III kolajen ve integrin B1 proteinlerinin

tayin edilmesi

5.5.1.Western Blot jelinin hazirlanmasi

Cok 1y1 sekilde temizlenmis camlar aralarina g¢ubuk konularak diizenege
yerlestirildi. Camlarin tabaninda sizinti olmamasina dikkat edildi. Ardindan %12
ayirma (1.5 M Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS (Sodyum dodesil
stilfat), % 0.05 (w/v) APS, % 0,05 (w/v) TEMED eklenerek pH: 8,8’de hazirland1)
jeli hizlica iki cam araligina pipetle konuldu. Diizgiin bir yiizey olusturmak ve hava
almamasi ic¢in iizerine 0,5 cc kadar izopropopranol eklendi. Jel tamamen
polimerlestikten sonra alkol bosaltild1 ve % 5 yiikleme jeli (1 M Tris-HCI, % 30 (w/v)
Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0,05 (w/v) APS ve % 0,05 (w/v) TEMED eklenerek
pH: 6,8’de hazirland1) ayni sekilde hizlica pipetle ilave edildikten sonra ‘Tarak’
yerlestirilerek kuyucuklar olusturulmus oldu. Ayni sekilde 6 adet jel hazirlanarak

polimerlesmeye birakildi.

5.5.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

Orneklerdeki protein yogunlugu (mg/ml) hesaplandiktan sonra her
pipetlemede alabilmek i¢in ka¢ ml homojenat pipetlenmesi gerektigi hesaplandi
(Tablo 5.3) Uzerine % oraninda Laemli Tamponu' eklenerek 95 °C’de 4 dk 1sitilarak
denatiire edildi.

! Laemli Tamponu, Kat No: 1610747, Life Science Reasearch, Bio-Rad, California, A.B.D.
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Tablo 5.3. Homojenatlarin hazirliginda kullanilan 6rnek ve Laemmli Tamponu

miktarlari
Ornek Kodlar1 30 g protein iceren Laemmli Total Pipetleme
ornek miktarlar1 (I) Tampon Miktar1 Miktarlar (1)
M

Kontrol 1 19,9 6,6 26,5
Kontrol 2 29,4 9,8 39,2
AF1 25,8 8,6 34,4

AF2 30,9 10,3 41,2

CTl1 38,3 12,8 51,0

CT2 34,1 11,4 45,5
EQS1 21,3 7,1 28,4
EQS2 34,5 11,5 46,0

Hazirlanan jellerdeki taraklar g¢ikarilarak kuyucuklar distile su ile yikandi (Resim
5.17a). Ardindan ilk kuyucuga protein molekiil agirlig: belirleyicisi olarak “Precision
Plus Protein Standards” konuldu (Resim 5.17b). Hesaplanan miktardaki
homojenatlar diger kuyucuklara hava kabarcigi olugmayacak sekilde dikkatle
yerlestirildi (Resim 5.17c¢).

! Precision Plus Protein Standards”, Life Science Reasearch, Bio-Rad, California, A.B.D.
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Resim 5.17. a. Poliakrilamid jelde hazirlanmis kuyucuklarin goriintiisii b. Ilk
kuyucuga protein molekiil agirligi belirleyicisi olarak “Precision Plus Protein

Standards” konulmasi ¢. Homojenatlarin kuyucuklardaki goriintiisii

Tank igerisine yerlestirilmis kasetlerdeki i¢ havuz kuyucuklar tamamen ortiilecek
sekilde 250 ml yiiriitme tamponu ile doldurulduktan sonra proteinlerin indirgenmis
halde kalmalar1 i¢cin 600 ul antioksidan ¢ozelti eklendi. Ardindan tankin tamami
yiiriitme tamponu ile dolduruldu ve 110 volt akimda 2 saat siireyle 4°C’de elektroforez!

gergeklestirildi (Resim 5.18).

Resim 5.18.a. 4°C’de elektroforez isleminin gerceklestigi tank b. 110 volt akimda 2

saat sureyle yiiriitme islemi

! Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, A.B.D
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Elektroforez tamamlanip proteinler ayristirildiktan sonra kasetler acildi ve jeller

cikarilarak kuyucuk kisimlar1 uzaklastirildi (Resim 5.19).

Resim 5.19. a. Jelin dikkatlice c¢ikartilmasi b. Jel iizerindeki kuyucuklarin

uzaklastirilmasi

Proteinlerin aynistirildigr jelin dikkatlice ¢ikarilmasinin ardindan nitroseliiloz
membrana transfer i¢in edilmesi transfer tamponu (25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve
% 20 v/v metanol pH: 8,3) iceren ortamda siinger, filtre, jel, 0,2 um kalinliktaki
nitroseliiloz membran, tekrar filtre, ve silinger siralamasiyla arada hava kabarcigi
kalmayacak sekilde transfer kasetlerine yerlestirildi (Resim 5.20). Her tanka iki jel
yerlestirilerek transfer tampon ile tanklar dolduruldu ve 90 dk 85 v 160 mA akimda,

proteinlerin jelden membrana transferi gerceklestirildi.

Resim 5.20. a. Jel ve membranin kasete yerlestirilmesi b. Filtreler arasinda hava
kalmamasina 6zen gosterilmesi ¢. Kasetlerin tanka yerlestirilmesi ve transfer tampon

ile doldurulmasi
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5.5.4. Protein Tayini

Antikor ile tayininde ilk asama olarak membrandaki hedef proteinlerden yoksun
alanlarin kaplanmasi igin %S5 siit tozu-TBST ile 1 saat bloke edildi (Reim 5.21a). Daha

sonra membran %] siit tozu-TBST ile 1/5000 oraninda diliie edilmis tip I kolajen i¢in,

CollA1 tavsan mAB', tip III kolajen i¢in Col 3A1 fare mAB 2 ve Integrin B; tavsan
mAB? antikorlari ile 14 saat 4 °C derecede inkiibe edildi (Resim 5.21).

Resim 5.21.a. Hedef protein disindaki alanlarin % 5 siit tozu-TBST ile 1 saat salinimla
bloke edilmesi b. Kullanilan Col 1A1 (tavsan), Col 3A1 (fare), Integrin B1 (tavsan)

antikorlar1 ¢. Hazirlanmig primer antikor ¢ozeltileri

Baglanmamis antikorlarin PBST ile yikanmasindan sonra membran, 1/5000
oraninda diliie edilmis Horseradish Peroksidaz (HRP)* isaretli primer antikor ile
uyumlu hayvana ait sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi. PBST ile yikamanin
ardindan membran kemiluminesans kit> 1 dk karanlik ortamda inkiibasyona
birakilarak olusan 1s1ma goriintiilendi (Resim 5.22a). Protein bantlarinin yogunluklari
ChemiDoc™ MP Imaging System® ile hesaplandi (Resim 5.22b). Normalizasyon i¢in
protein bant yogunluklar1 Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) protein

yogunluguna boliindii ve degerler kontrol grubu 100 kabul edilerek hesaplandi.

! Collal Tavsan mAB, Katalog no: 84336S, Cell Signaling Technology, A.B.D.

2 Col 3al Fare mAB, Kat. No: MAB3392, Millipore, A.B.D.

3 Integrin B1(D6S1W) Tavsan mAB, Kat No: 349718, Cell Signaling Technology, A.B.D.

4 Horseradish peroksidaz (HRP), Kat. No: 31490, Pierce ™ Thermo Fisher Scientific, A.B.D)

5 Kemolimunesan Kit, 20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Kat. No: 7003, Cell Signaling Technologies,
AB.D.

¢ ChemiDoc™ MP Imaging System, Life Science Reasearch, Bio-Rad, California, A.B.D
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Resim 5.22. a. Kemiluminesans kit b. Protein yogunluklarini goriintiilleme sistemi

ChemiDoc™ MP Imaging System ¢. Elde edilen protein bantlarinin goriintiisii

5.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatiksel Analiz

Veriler bilgisayarda SPSS 25.0 programi' kullanilarak analiz edildi.
Tanimlayici istatistikler siirekli degiskenler igin ortalama + standart sapma, medyan,
minimum ve maksimum degerler seklinde gosterildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Ikiden fazla grubun normal
dagilima uymayan degiskenlerin karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testi, ikili
karsilagtirmalar1 (post-hoc) i¢in ise Mann-Whitney U testi yapildi. Sonuglar
Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlandi. Grup i¢i zamana bagli degisim Wilcoxon

testi ile degerlendirildi. p<0,05 olmas1 durumunda aradaki fark anlamli kabul edildi.

! SPSS 25.0 (Statistical Packages of Social Sciences), IBM Inc., ABD
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6. BULGULAR

6.1. Kompozitlerin Hgf Hiicreleri Uzerindeki 24 Saat Siireli Sitotoksisite ve

Canhlilik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Yapilan gruplar arasi karsilastirmada ytizde sitotoksisite degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (p=0,001) (Tablo 6.1) (Sekil 6.1). Yapilan ikili
karsilastirmada CT uygulanan Hgf hiicrelerinde yiizde sitotoksisite degerlerinin
kontrol ve AF uygulanan hiicrelere gére anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p= 0,002

ve p=0,031) (Tablo 6.1) (Sekil 6.1).

Hgf 24 Saat
p=0,002

75,0000

50,0000

25,0000

% Sitotoksisite

,0000 —

-25,0000-

—
T T T T
Control AF (ag EQS

Gruplar

Sekil 6.1. Kontrol grubu, AF, CT, EQS gruplarinin Hgf hiicreleri {izerindeki 24 saat

ylizde sitotoksisite etkilerinin karsilastirilmas
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Tablo 6.1. Uygulama gruplariin tiim hiicre ve zaman araliklarindaki yiizde sitotoksisite degerlerinin ¢oklu ve ikili karsilagtirmalari

Gruplar (N= 6)

Medyan
Hiicre/zaman Min — Max
(Ort = SS)
Kontrola AFb CTc EQSd p* p#(a—b) p#(a-c) p#(a—d) p#(b-c) p#(h—d) p#(c-d)
0,00 20,95 67,29 46,14
Hgf/24 sa 0,00 — 0,00 -38,09 — 30,20 39,92 — 78,82 1501 —48,78 0,000 1,00 | 0,002 008 003 05 1,00
(0,00 =+ 0,00) (4,53 32,77) (62,91 £ 6,58) (37,12 + 15,75)
0,00 -69,44 101,78 17,36
Hgf/1 hafta 0,00 — 0,00 -488,09 — 1,09 48,61 — 655,55 4,16—5555 0,001 1,00 0009 046 0,00 003 097
(0,00 = 0,00) (123,77 + 183,63) (202,67 £228,76) (20,69 + 19,02)
0,00 -28,73 -22,91 -44,44
Hpdlf/24 sa 0,00 — 0,00 -50,00 — -18,96 -38,18—-1,56  -123,63—-20,31 0,00 001 0,17 0001 100 1,00 | 063
(0,00 = 0,00) (-21,73 + 10,66) (21,23 +£12,25)  (-60,70 + 40,76)
0,00 6,17 31,02 2,86
Hpdlf/1 hafta EEXEE -1,76 — 12,29 13,27 — 37,90 -636—6.89 0001 02 001 100 = 03 1,00 | 0,008
(0,00 = 0,00) (7,02 + 4,06) (27,10 £ 9,88) (1,97 £ 5,29)

*Kruskal Wallis testi, "Boneferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi, Hgf: Human Gingival Fibroblast, Hpdlf: Human Periodontal Ligament Fibroblast, AF®:,
Admira® Fusion, CT®: Charizma® Topaz, EQS:, Estelite® X Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma



Yiizde canlilik degerlerinin gruplar arasi karsilastirmasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,001) (Tablo 6.2) (Sekil 6.2). Yapilan ikili karsilastirmada
sitotoksisite bulgulariyla uyumlu olarak 24 saat CT uygulanan Hgf hiicrelerinin,
kontrol grubundaki ve AF grubundaki hiicrelere gore yilizde canlilik degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gézlemlendi (p=0,002 ve p=0,031) (Sekil
6.2) (Tablo 6.2).

Hgf 24 Saat

150,000 p=0,03

100,0000+ ——

% Canhihk

50,0000+

p=0,002

,0000¢ T T T T
Kontrol AF cT EQS

Gruplar

Sekil 6.2. Kontrol grubu, AF, CT, EQS gruplarinin Hgf hiicreleri {izerindeki 24 saat

ylizde canlilik etkilerinin karsilastirilmasi
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Tablo 6.2. Uygulama gruplariin tiim hiicre ve zaman araliklarindaki yiizde canlilik degerlerinin ¢oklu ve ikili karsilastirmalar

Gruplar (N=6)

Medyan
Hiicre/zaman Min — Max
(Ort £ SS)
Kontrol? AF® CTe EQSd p* p#(a—b) p#(a-c) p#(a—d) p#(b-c) p#(b—d) p#(c-d)
100 79,04 32,70 53,85
Hgf/24 saat 100 — 100 69,79 — 138,09 21,17 — 60,07 51,21 — 84,98 0,001 1,00 0,002 008 0031 059 1,00
(100 + 0,00) (95,46 +32,77) (37,06 + 16,58) (62,87 + 15,75)
100 169,44 -1,78 82,63
Hgf/1 hafta 100 — 100 98,90 — 588,88 -555,55— 51,38 44,44 — 9583 0,00 1,00 | 0,000 046 000 003 = 097
(100 £0,00) (223,77 +183,63)  (-102,67 + 228,76) (79,30 + 19,02)
Hpdlf/24 100 128,73 122,91 144,44
100 — 100 118,96 — 150,00 101,56 — 138,18 120,31 —223,63 0,001 0,01 017 0,001 | 100 100 063
saat (100 + 0,00) (130,62 + 10,66) (121,23 + 12,25) (160,70 + 40,76)
HpdIf/1 100 93,82 68,97 97,13
100 — 100 87,70 — 98,23 62,09 — 86,72 93,10 —106,36 0,000 02 0001 100 036 1,00 0,008
hafta (100 + 0,00) (92,97 + 4,06) (72,89 + 9,88) (98,02 + 5,29)

*Kruskal Wallis testi, #Boneferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi, Hgf: Human Gingival Fibroblast, Hpdlf: Human Periodontal Ligament Fibroblas, AF®:
Admira® Fusion, CT® Charizma® Topaz, EQS%:, Estelite® X Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma
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6.1. Kompozitlerin Hgf Hiicreleri Uzerindeki 1 Hafta Siireli Sitotoksisite ve

Canhlik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Hgf hiicreleri lizerinde 1 hafta siireli inkiibasyonun ardindan yiizde sitotoksisite
degerlerinde, kontrol grubu, AF, CT ve EQS gruplar1 arasinda yapilan c¢oklu
karsilagtirma istatistiksel acidan anlamli bulundu (p=0,001) (Sekil 6.3) (Tablo 6.1).
Yapilan ikili karsilastirmada, CT grubunun sitotoksik etkisinin kontrol grubundan
fazla oldugu tespit edildi (p=0,09). Aymi zamanda CT ve EQS gruplarinin Hgf
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin AF grubuna gore istatistiksel acidan anlamh

derecede fazla oldugu kaydedildi (p=0,00, p=0,03).

Hgf 1 hafta

600,0000-]

p=0,03
& 400,000
=
2
=2
w»
-
S 20000004
)
b=
7 o2
s
=~ L0000 — ;l —
-200,0000
-400,0000
1
T T T T
Kontrol AF CT EQS

Gruplar

Sekil 6.3. Kontrol grubu, AF, CT, EQS gruplarinin Hgf hiicreleri iizerindeki 1 hafta

ylizde sitotoksiste etkilerinin karsilastirilmasi

Hgt hiicrelerinin yiizde canlilik sonuglari, kompozit materyaller ile 1 hafta
inkiibasyonu takiben degerlendirildiginde, gruplar arasi karsilastirmada anlamli fark
bulundu (p=0,001) (Tablo 6.2). Yapilan ikili karsilastirmalarda CT grubunun kontrol
ve AF grubuna gore hiicre canliligin1 anlamhi derecede azalttigi saptandi (p=0,009,
p=0,00) (Tablo 6.2) (Sekil 6.2). Ayrica EQS grubunun Hgf hiicrelerinin canliligimi AF

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi tespit edildi (p=0,03)
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(Tablo 6.2) (Sekil 6.2). Bu bulgularin, kompozit materyallerin Hgf hiicreleri ile 1 hafta
inkiibasyonunu takiben elde edilen yiizde sitotoksisite etkileriyle uyumlu oldugu

goriildil.

Hgf 1 hafta

500,0000-

p=0,03

250,00004

o
0000+ ﬁ

250,0000-]

il

% Canhhk

500,0000 17

T T T T
Kontrol AF CcT EQS

Gruplar

Sekil 6.4. Kontrol grubu, AF, CT, EQS gruplarmin Hgf hiicreleri iizerindeki 1 hafta

ylizde canlilik etkilerinin karsilastirilmasi

6.3. Kompozitlerin Hpdlf Hiicreleri Uzerindeki 24 Saat Siireli Sitotoksisite ve

Canhlik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Hpdlf hiicreleri iizerindeki, kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin 24 saat yiizde
sitotoksisite etkilerinin gruplar arasi karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde edildi (p=0,001) (Tablo6.1) (Sekil 6.5). ikili karsilastirmalarda AF ve
EQS gruplarinin kontrol grubuna gore sitotoksik etkilerinin anlamli derecede az

oldugu tespit edildi (p=0,01) (p=0,001) (Tablo6.1) (Sekil 6.5).
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Hpdif 24 saat
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Sekil 6.5. Kontrol grubu, AF, CT, EQS materyallerinin HpdIf hiicreleri iizerindeki 24

saat yiizde sitotoksisite etkilerinin karsilagtirilmasi

Hpdlf hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon siiresinde AF, CT ve EQS grup
uygulamalarindan yiizde canlilik agisindan ne kadar etkilendigi degerlendirildiginde,
gruplar aras1 karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p=0,01)
(Tablo 6.2) (Sekil 6.6). AF ve EQS gruplarinin sitotoksik etkileriyle uyumlu olarak,
kontrol grubuna gore Hpdlf hiicrelerinin canliligini arttirdigi belirlendi (p=0,01,
p=0,001) (Tablo 6.2) (Sekil 6.6).

HpdIf 24 saat

250,0000+

200,0000+
p=0,01

= /—A

é 150,0000 o

o

o =

P

100,00004 —_—
A Y J
50,0007 p=0,001
0000 T T T T
Kontrol AF CT EQS
Gruplar

Sekil 6.6. Kontrol, AF, CT, EQS gruplarin1 Hpdlf hiicreleri {izerindeki 24 saat yilizde

canlilik etkilerinin karsilagtirilmasi
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6.4. Kompozitlerin Hpdlf Hiicreleri Uzerindeki 1 Hafta Siireli Sitotoksisite ve

Canhlik Etkilerinin Karsilastirilmasi

HpdIf hiicreleri iizerindeki 1 hafta siireli kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin
ylizde sitotoksisite etkilerinin karsilastirllmasinda istatistiksel olarak gruplar arasi
anlaml farklilik tespit edildi (p=0,001) (Tablo 6.1) (Sekil 6.7). CT grubunun Hpdlf
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin kontrol ve AF grubundan fazla oldugu

belirlendi (p=0,01 ve p= 0,008) (Tablo 6.1) (Sekil 6.7).

Hpdif 1 Hafta

800,0000-
17
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p=0,008
400,0000-]
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]
S
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»n ,0000-] — —
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~200,0000- N
p=0,01
-400,0000-{
1
T T T T
Kontrol AF CcT EQS
Gruplar

Sekil 6.7. Kontrol, AF, CT, EQS grubunun HpdlIf hiicreleri iizerindeki 1 hafta yilizde

sitotoksisite etkilerinin karsilagtirmalari

Hpdlf hiicrelerinin kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinda 1 hafta siiresindeki yiizde
canlilik degerleri arasinda sitotoksisite bulgulariyla uyumlu olarak anlamli farklilik
belirlendi (p=0,001) (Tablo 6.2) (Sekil 6.8). CT grubunun Hpdlf hiicrelerinin yiizde
canliligin1 1 hafta siiresinde kontrol ve EQS grubuna gore anlamli olarak azalttigi

saptand1 (p=0,01, p=0,08) (Tablo 6.2) (Sekil 6.8).
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Hpdif 1 Hafta
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Sekil 6.8. Kontrol, AF, CT, EQS grubunun Hpdlf hiicreleri iizerindeki 1 hafta yilizde

canlilik etkilerinin karsilagtirmalari

6.5. Kompozit gruplarmin 24 Saat ve 1 Hafta Siirelerinde Hgf hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksisite ve Canhlik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Hgf hiicreleri izerindeki kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin sitotoksik etkilerinin
24 saat ve 1 hafta siirelerindeki ikili karsilastirmalarinda CT grubunun sitotoksik
etkisninin 1 hafta siiresinde 24 saate gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1

tespit edildi (p=0,04) (Sekil 6.9) (Tablo 6.3).
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Hgf 24 Saat ve 1 Hafta Etkilerinin Karsilastirilmasi

8004 Hgf24 Saat
[Hgf 1 Hafta

6004

400+ p=0,004

200 !
23
] )
-

200+

% Sitototoksisite

T
Kontrol AF cT EQS

Sekil 6.9. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin Hgf hiicreleri {izerindeki yiizde

sitotoksite etkilerinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirilmasi

Tablo 6.3. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin Hgf hiicreleri lizerindeki yiizde

sitotoksisite degerlerinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirilmasi

Zaman
Medyan
Uygul Uygul
SR oo coryaller Min —Max P
y (Ort £ SS)
24 saat 1 hafta
0,00 0,00
Kontrol 0,00 — 0,00 0,00 — 0,00 1,00
(0,00  0,00) (0,00 % 0,00)
20,95 -69,44
AF -38,09 — 30,20 -488,88 — 1,09 0,11
(4,53 £32,77) (-123,77 £ 183,63)
Hgf
67,29 101,78
CT 39,92 — 78,82 48,61 — 655,55 0,04
(62,93  16,58) (202,67 + 228,76)
46,14 17,36
EQS 15,01 — 48,78 4,16 — 55,55 0,34
(37,12 £ 15,75) (20,69 % 19,02)

*Wicoxon testi, , Hgf: Human Gingival Fibroblast, , AF®: Admira® Fusion, CT°Charizma® Topaz,
EQS!:,Estelite® ¥ Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma
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Hgf hiicrelerinin kontrol, AF, CT ve EQS gruplarindaki 24 saat ve 1 hafta
stirelerindeki yilizde canlilik degerleri karsilastirildiginda sitotoksik etkiyle benzer

olarak CT grubunda Hgf hiicre canliliginin 1 hafta siiresinde 24 saat siiresine gore

anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p=0,04) (Sekil 6.10) (Tablo 6.4).

Hgf 24 Saat ve 1 Hafta Etkilerinin Karsilastirmasi

- M Hgf 24 Saat
. [MHgf 1 Hafta
5004
250 p=0,004
o . l ]
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N
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Kun‘(rul :\IF (!'l' EQ'S
Gruplar

Sekil 6.10. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin Hgf hiicreleri iizerindeki yiizde

canlilik etkilerinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirilmasi
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Tablo 6.4. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin Hgf hiicreleri iizerinde 24 saat ve 1

hafta siirelerinde yiizde canlilik etkilerinin karsilastiriimasi

Zaman
Medyan
Uygulanan Uygulanan Min yMax p*
Hiicre Materyaller
(Ort £SS)
24 saat 1 hafta
100 100
Kontrol 100 — 100 100 — 100 1,00
(100 £ 0,00)) (100 % 0,00)
79,04 169,44
AF 69,79 — 138,09 98,90 — 588,88 0,11
(95,46 £ 32,77) (223,77 + 83,63)
Hgf
32,70 -1,78
CT 21,17 — 60,07 -555,55 — 51,38 0,04
(37,06 % 16,58) (-102,67 + 228,76)
53,85 82,63
EQS 51,21 — 84,98 44,44 — 9583 0,34
(62,87 % 15,75) (79,30 % 19,02)

*Wicoxon testi, Hgf: Human Gingival Fibroblast,AF°: Admira® Fusion, CT°Charizma® Topaz,
EQS!:,Estelite® ¥ Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma

6.6. Kompozit gruplarimin 24 Saat ve 1 Hafta Siirelerinde HpdIlf hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksisite ve Canhlik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde Hpdlf hiicreleri
iizerindeki yiizde sitotoksisite etkileri degerlendirildi ve tiim kompozit gruplarinin
Hpdlf hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin 1 hafta siiresinde, 24 saat siiresine gore
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu belirlendi (p=0,02, p=0,02, p=0,04)
(Sekil 6.11) (Tablo 6.5).
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Hpdlf 24 Saat ve 1 Hafta Etkilerinin Karsilastirmasi

B Hpdif 24 Saat
D Hpdif 1 Hafta

i p=0,004
9 =

-100

% Sitotoksisite

-150+

T T T T
Kontrol AF cr EQS
Gruplar

Sekil 6.11. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin HpdIf hiicreleri {izerindeki yiizde

sitotoksiste etkilerinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirilmasi

Tablo 6.5. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin HpdIf hiicreleri lizerinde 24 saat ve 1

hafta siirelerinde yiizde sitotoksisite etkilerinin karsilagtirmasi

Zaman
Uygulanan Uygulanan Medyan
Hiicre Materyaller pm b P>
" ateryafle (Ort = SS)
24 saat 1 hafta
0,00 0,00
Kontrol 0,00 — 0,00 0,00 — 0,00 1,00
(0,00 + 0,00) (0,00 + 0,00)
-28.73 6,17
AF -50,00 — -18,96 1,76 — 12,29 0,02
(21,13 £ 10,66) (7,02 + 4,06)
S 222,91 31,02
CT -38,18 —-1,56 13,27 — 37,90 0,02
(21,23 +£12,25) (27,10 £ 9,88)
-44.,44 2,86
EQS -123,63 — -20,31 -6,36 — 6,89 0,04
(-60,70 £ 40,76) (1,97 +£ 5,29)

*Wicoxon testi, Hpdlf: HumanPeriodontal Ligament Fibroblast, AF®: Admira® Fusion, CT¢: Charizma®

Topaz, EQSY: Estelite® T Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma
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Hpdlf hiicrelerinin yiizde canlilik degerleri kontrol, AF, CT ve EQS gruplar1 i¢in

24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirildiginda AF, CT ve EQS gruplarinin

tamamindaki HpdIf hiicre canliliginin 1 hafta siiresinde 24 saat siiresine gore daha az

oldugu tespit edildi (p=0,02, p=0,02, p=0,04) (Sekil 6.12) (Tablo 6.6).
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Sekil 6.12. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarimin HpdIf hiicreleri {izerindeki yiizde

canlilik etkilerinin 24 saat ve 1 hafta siirelerinde karsilastirilmasi
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Tablo 6.6. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin HpdIf hiicreleri lizerinde 24 saat ve 1

hafta siirelerinde yiizde canlilik etkilerinin karsilastiriimasi

Zaman
Uygulanan Uygulanan Medyan
Hii Mat I Min — Max P*
ucre ateryaller (Ort £ SS)
24 saat 1 hafta
100 100
Kontrol 100 — 100 100 — 100 1,00
(100 + 0,00) (100 + 0,00)
128,73 93,82
AF 118,96 — 150,00 87,70 — 98,73 0,02
(130,62 + 10,66) (92,97 +4,06)
Hpdif 122,91 68,97
CT 101,56 — 138,18 62,09 — 86,72 0,02
(121,23 £ 12,25) (72,89 +9,88)
144,44 97,13
EQS 120,31 — 223,63 93,10 — 106,36 0,04
(160,70 + 40,76) (98,02 +5,29)

*Wicoxon testi, Hpdlf: HumanPeriodontal Ligament Fibroblast, AF®: Admira® Fusion, CT¢: Charizma®
Topaz, EQSY: Estelite® T Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma

6.7. Kompozit Gruplarimin Hgf hiicrelerinin Tip I Kolajen Miktar1 Uzerindeki

Etkilerinin 24 saat siiresinde Degerlendirilmesi

Hgf hiicrelerinin tip I kolajen miktarindaki de§isim 24 saat siiresinde kontrol, AF,
CT ve EQS gruplarinda karsilastirildi. Gruplar arasi ¢coklu karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamh fark tespit edildi (p=0,03) (Sekil 6.13) (Tablo 6.7). CT kompozit
grubunun kontrol grubuna goére Hgf hiicrelerinin tip I kolajen miktarini arttirdig:
gozlendi (p=0,02) ve diger kompozit gruplarmin Hgf hiicrelerinin tip I kolajen
miktarina etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 6.13) (Tablo
6.7)
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Hgf 24 saat

40,0000 p:0’002

)\

30,0000

20,0000+

10,0000

Tip I Kolajen Protein Tayini

- -

Kontrol AF CcT EQS
Gruplar

40000+

Sekil 6.13. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin 24 saat siiresinde Hgf hiicrelerinin tip

I kolajen miktar1 iizerinde yaptiklari etkinin karsilastirilmasi
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Tablo 6.7. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin Hgf hiicreleri iizerinde 24 saat siiresinde tip I, tip III kolajen ve interin 31 protein miktarlari

tizerindeki etkilerin ¢oklu ve ikili karsilastirmalart

Gruplar (N= 6)

Hiicre/Zaman Medyan
Protein Min — Max
(Ort £ SS)
Kontrol? AFD CTe EQSd P prab) | pHa  gia-d) b piEb-d) - pied)
Hgf/24saat 0,43 3,41 12,93 5,00
Tip I Kolajen 0,10—234  182—434 2,19— 30,01 195—717 0,037 095 0002 027 095 100 | 1,00
(N=4) 0,82+ 1,03)  (324%1,07)  (14,52+11,75) 4,78 £2,24
Hgf/24saat 0,07 2,31 2,21 5,14
Tip III Kolajen 0,07—0.21  1,07—3,01 0,36 — 4,50 3,12—7.01 0,034 006 006 001 1,00 1,00 1,00
(N=3) (0,12£0,08)  (2,13£0,98) (2,3 % 2,06) (5,09 £ 1,94)
Hgf/24saat 3,08 1,41 1,41 0,54
Integrin B 043—390  0,03— 1,64 0,03 — 1,64 0,07— 0,55 0,51 - . - . . .
(N=3) 247+ 1,81)  (1,03%0,86) (1,03 £ 0,86) (0,39 £ 0,27)

*Kruskal Wallis testi, #Boneferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi, Hgf: Human Gingival Fibroblast, AF*: Admira® Fusion, CT%
Charizma® Topaz, EQSY: Estelite® X Quick Sigma, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma



6.8. Kompozit Gruplarimin Hgf hiicrelerinin Tip III Kolajen Miktar1 Uzerindeki

Etkilerinin 24 saat siiresinde Degerlendirilmesi

Hgf hiicrelerinin tip III kolajen miktarina yonelik 24 saat inkiibasyon siiresinde
kontrol, AF, CT ve EQS gruplar1 arasinda yapilan ¢oklu karsilastirmada istatistiksel
olarak anlaml fark tespit edildi (p=0,034) (Tablo 6.8) (Sekil 6.14). Yapilan ikili
karsilastirmalarda EQS grubunun kontrol grubuna gore Hgf hiicrelerinin tip I11 kolajen
miktarmin arttirdigi belirlendi (p=0,01) (Tablo 6.8) (Sekil 6.14). AF ve CT gruplarinin
ise Hgf hiicrelerinin tip III miktar1 iizerinde istatistiksel agidan anlamli bir etki

yaratmadigi saptandi (p>0,05) (Tablo 6.8) (Sekil 6.14).

Hgf 24 saat

p=0,01

8,0000+ I

6,0000

4,00004

2,0000+ @

0000 é
Kontrol AF CcT EQS

Gruplar

Tip III Kolajen Protein Tayini

Sekil 6.14. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin 24 saat siiresinde Hgf hiicrelerinin tip

III kolajen miktar iizerine yaptiklar: etkinin karsilagtirilma
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6.9. Kompozit Gruplarmmin Hgf hiicrelerinin Integrin f; Protein Miktari

Uzerindeki Etkilerinin 24 saat siiresinde Degerlendirilmesi

Hgf hiicrelerinin integrin {31 protein miktarindaki degisim 24 saat siiresinde kontrol,
AF, CT ve EQS gruplart arasinda yapilan gruplar arasi ¢oklu karsilastirmada
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Tablo 6.8) (Sekil 6.15).

Hgf 24 saat

4,0000-]

3,00004

2,00004

integrin Beta I Protein Tayini

1,00004

T

Kontrol AF cT EQS
Gruplar

Sekil 6.15. Kontrol, AF, CT ve EQS gruplarinin 24 saat siiresinde Hgf hiicrelerinin

integrin 31 protein miktar1 tizerinde yaptiklari etkinin karsilastirilmasi
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7. TARTISMA

Ileri derecede dis dokusu kaybinin oldugu durumlarda, sinif V, siif 111 ve derin
sf II clriiklerde, dis eti ¢ekilmesi sonrasi gozlenen kok yiizeyinin abraziv
defektlerinde periodonsiyum ile yapilacak olan restoratif tedavinin iligkisi artmaktadir.
Bu sebeple restorasyonlarin periodontal dokular tizerindeki etkisi ¢esitli arastirmalarin
konusu olmustur (Waerhaug, 1956) ve restorasyon sinirinin yerlesiminin (Gullo ve
Powell, 1979; Schitzle ve ark., 2001; Willershausen ve ark., 2001; Matthews ve
Tabesh, 2004), restoratif materyalin ylizey oOzelliklerinin (Waerhaug, 1956;
Paolantonio ve ark., 2004) ve restorasyon tipinin (van Dijken ve ark., 1987; Geurtsen,
1998; Willershausen ve ark., 2001; Broadbent ve ark., 2006; Kostoryz ve ark., 2007)
periodontal dokular iizerindeki etkileri, literatiirde incelenen baslica konulardir.
Glinlimiizde estetik taleplerin artmasi ile restoratif materyallerdeki gelismeler,
materyallerin periodonsiyum {izerindeki etkilerine iligkin arastirmalarin 6nemini daha
da arttrmistir.  Yapilan caligmalarda restorasyonlarin, enflamatuvar yanit
olusturabilecegi ve restoratif materyale komsu kolonize mikrofloray: degistirebilecegi
gosterilmistir (van Dijken ve ark., 1987; Paolantonio ve ark., 2004; Santos ve ark.,
2007). Yakin zamanda kompozit {retiminde nanoteknolojik yoOntemlerin
kullanimindaki artis, kompozitlerin ylizey pliriizsiizliigli, mekanik dayaniklilig1 ve 1s1k
gecirgenligi gibi fiziksel 6zelliklerinin artirilarak yeni nesil nanohibrit kompozitlerin
iretimine yol agmistir (Celik, 2017). Bu in-vitro ¢alisma, son donemde klinik
kullanima sunulan gerek konvansiyonel monomerler olan Bis-GMA ve TEGDMA
(EQS) igerige, gerekse ormoser (AF) ve TCD Urethan gibi yeni kesfedilmis monomer
icerigine sahip (CT) nanohibrit yapida ii¢ farkli kompozit materyalinin Hgf ile HpdIf
hiicreleri iizerindeki sitotoksisite ve protein ekspresyon etkilerinin arastirildig: ilk

caligmadir.

Biyolojik dokularda materyallerin zararh etkilerinin arastirilmasinda kullanilan
in-vitro yontemlerin prensibi, materyal ile hiicrelerin temasi sonucunda hiicrede
meydana gelen molekiiler ve hiicresel degisikliklerin izlenmesine dayanmaktadir
(Celik, 2017).Materyallerin biyouyumluluguna yonelik yapilan arastirmalarda
kullanilan in-vitro yontemler; materyal ile hiicrenin dogrudan temasma dayanan

“direkt kontak”, materyal ile hiicre arasinda agar jel ya da Milipore filtre gibi ara
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tabakanin oldugu “indirekt kontak” ve materyalden agiga ¢ikan eluatlarin hiicrelere
uygulandig1 “extract testi” olarak siniflanmaktadir (Cao ve ark., 2005; Franz ve ark.,
2007). Direkt kontak testinin materyal toksisitesinin belirlenmesinde hassas sonuglar
veren bir metot oldugu bir¢ok calismada ifade edilmistir (Cao ve ark., 2005; Bhatia ve
Yetter, 2008; De Melo ve ark., 2013; Li ve ark., 2015). Calismamizda direkt kontakt
test metoduyla hiicreler ile kompozit disk 6rnekler temasa getirilerek 24 saat ve 1 hafta

bekletildi.

Hiicrelerdeki sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kolorimetrik MTT testi
kullanimi hizli, objektif sonuglar elde edilmesi ve hiicre metabolik aktivitesi lizerinden
canlilik hakkinda bilgi vermesi gibi sebeplerle tercih edilmistir (Issa ve ark., 2004;
Darmani ve ark., 2007; Kostoryz ve ark., 2007; Anand ve Balasubramanian, 2014).
Calismamizda da  giivenilirligine  dayanilarak  sitotoksisite ~ ve  canlilik

degerlendirilmeleri MTT testi ile gerceklestirildi.

Rezin esasli kompozitlerin ¢cevre dokularda yaratabilecegi etkilere iliskin yapilan
hiicre ¢alismalarinda, kompozit bilesenini olusturan monomerlerin polimerizasyon
sonrasi salinmimina bagh gosterdikleri sitotoksik etkilere odaklanilmistir (Peutzfeldt,
1997; Issa ve ark., 2004; Al-Hiyasat ve ark., 2005; Urcan ve ark., 2010; Madhyastha
ve ark., 2015; Putzeys ve ark., 2019). Ayrica dolgularin yiizey alanlar1 ve salinabilecek
monomerler arasinda iliski kuruldugunda meziyal-okluzal-distal dolgularda yiizey
alan1 ortalama 95 mm?, servikal dolgularda 12 mm?, veneer restorasyonlarda 86 mm?
olarak hesaplanmistir (Van Landuyt ve ark., 2011). Bununla birlikte kompozitlere
yonelik in-vitro sitotoksisite testlerinde, ornek yiizey alam1 ve kiiltiir ortam1 hacmi
arasindaki oranin da sonuclar iizerinde etkili oldugu belirtilmistir (Franz ve ark.,
2007). Bununla birlikte standardizasyona yonelik ISO 10993-5 kilavuzunda, 6rnek
hiicre ile kompozit disk temas yiizey alaninin kuyucuk yiizey alanina oraninin en az %
10 olmasi gerektigi one striilmiistiir (ISO, 1999). Calismamizda 7 mm ¢ap ve 2 mm
kalinlikta hazirlanan disklerde yiizey alan1 120,89 mm? olarak hesaplandi ve 24
kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler ile deney gergeklestirildi. Kompozit diskin hiicre

ile temas ylizeyinin kuyucuk yiizey alanina orani ise %18,15 olarak hesaplandi.

Sitotoksisite ¢alismalarinda, hayvan ve insan kaynakli hiicreler uzun yillardir

kullanilmaktadir. Ozellikle 3T3 ve 1929 fare fibroblast1 gibi devamli hiicre dizileri,
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olusturduklar1 biyolojik cevabin uygun olmasi, iiretilmelerindeki kolaylik ve
kiiltiirlerinin kolay kontrol edilebilmesi 6zelliklerinden dolayi tercih edilmektedirler
(Geurtsen, 2000; Thonemann ve ark., 2002). Ancak yapilan ¢alismalarda,
laboratuvarda hedef doku primer hiicreleriyle ¢caligmak hiicrelerin dmriiniin daha kisa
olmasi1 ve liremelerinin daha yavas olmasi gibi bazi zorluklar igerse de ilgili dokuya
ait primer hiicrelerin kullanilmasinin klinik iliskiyi korumak adma daha anlamli
sonuglar ortaya koyacagi bildirilmistir (Hanks ve ark., 1981; Schmalz, 1994; Geurtsen,
2000; Thonemann ve ark., 2002). Calismamizda, in-vitro ortam ile klinik iliskiyi
kurabilmek i¢in Hgf ve Hpdlf hiicre dizileri kullanildu.

Nanohibrit kompozitlerin kullanimindaki artisa ragmen bu materyallerle ilgili
uzun donem klinik ¢alismalar ve bu materyallerin ¢evre dokulardaki etkilerine dair
literatiir verileri kisithdir. Ote yandan sonuglari tutarlilik gostermese de farkl
icerikteki kompozitlerin farkli sitotoksik etkileri olabilecegine dair pek ¢ok calisma
bulunmaktadir (Jandt ve Sigusch, 2009; Schulz ve ark., 2015; Koohpeima ve ark.,
2017; Yang ve ark., 2018). Geleneksel kompozit rezinlere gore ormoser yapidaki
kompozitlerin daha az monomer salinimi yaptig1 ve daha az sitotoksik etki gosterdigi
belirtilmistir (Manojlovic ve ark., 2011; Anand ve Balasubramanian, 2014; Schubert
ve ark., 2019). Yang ve ark. (Yang ve ark., 2018) i¢lerinde AF’nin de bulundugu bes
farkli kompozit materyalinin DMEM icerisindeki 72 saatlik monomer salinimini ve
aciga ¢ikan monomerlerin Hgf hiicreleri iizerindeki sitotoksisite etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda AF kompozitlerin, hiicre canliligin1 anlaml olarak
etkilemedigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda sitotoksisite ve canlilik etkileri
degerlendirildiginde 24 saat ve 1 hafta zaman araliklarinin her ikisinde de Hgf
hiicreleri lizerinde en diisiik sitotoksik etki AF grubunda goézlendi (p > 0,05). Bu bulgu
omoserlere dair literatiir verileriyle uyum gostermektedir (Al-Hiyasat ve ark., 2005;
Schulz ve ark., 2015; Yang ve ark., 2018) ve bu durum diisiik monomer salinimiyla
iligkilendirilebilir. CT, igerdigi yeni nesil monomer TCD-DI-HEA ile diger
kompozitlerden farklilagsmaktadir. Bu monomer igerigine dair literatiirdeki sinirh
sayidaki caligmalarda monomer salinimi degerlendirilmistir (Hulsmann, 1997;
Frauscher ve Ilie, 2013; Alshali ve ark., 2015; Putzeys ve ark., 2019). Calisma
bulgularimizda Hgf hiicreleri {izerindeki sitotoksisite ve canlilik verileri

degerlendirildiginde 24 saat ve 1 hafta zaman araliklarinda en toksik materyal CT
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olarak tespit edildi. Bu sonucun heniiz hiicre lizerindeki etkileri tam olarak bilinmeyen
TCD-DI-HEA monomer ve bu monomerin salinim miktar ile iliskili olabilecegi
diistintilebilir. Bu monomer i¢in farkli hiicreler ilizerindeki etkilerine dair ileri

caligmalara ihtiyag vardir.

Kompozitlerin gelisen 6zellikleriyle yapilan ¢alismalarda, subgingival yerlesimli
restorasyonlarin ve periodontal cerrahi sirasinda kullanilabilecek restoratif
materyallerin klinik basarilar1 aragtirilmistir (Paolantonio ve ark., 2004; Martins ve
ark., 2007; Santos ve ark., 2007; Oppermann ve ark., 2016). Bu durum restoratif
materyaller ile subgingival alanda bulunan periodontal ligament hiicreleri arasindaki
iligkinin daha detayli arastirilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. EQS ve cesitli
endodontik simanlarin Hpdlf iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir calismada
birinci glinde higbir grupta hiicre sayisinda anlamli bir degisiklik farkedilmezken
sekizinci glinde kompozit grubunun hiicre sayisinin anlamli derecede azaldigi
belirtilmistir (Jung ve ark., 2014). Ancak farkli icerikteki kompozitlerin Hpdlf
hiicreleri iizerindeki hiicresel etkilerine dair bir ¢alisma mevcut degildir. 3 farkh
kompozit materyalin  Hpdlf hiicreleri  iizerindeki  sitotoksik  etkilerini
degerlendirdigimiz calismamizda 24 saat siiresinde tiim gruplarda anlamli bir
sitotoksik etki gozlenmezken, CT grubunda 1 hafta siiresinde sitotoksik etki tespit
edildi. Bu sonucun, Hpdlf hiicrelerinin materyallerin sitotoksik etkisine karsi kisa

donemde daha dayanikli olmastyla iliskili oldugu diistliniilebilir (Hanks ve ark., 1981).

Materyallerden monomer saliniminin devam etmesi ve bunun yarattigi kiimiilatif
etkiyle iligkili olarak maruziyet siiresi arttik¢a sitotoksisitenin artti1 one siirtilmiistiir
(Putzeys ve ark., 2019). Schulz ve ark. (Schulz ve ark., 2015) farkli kompozit
materyallerinin Hgf ve insan dis eti keratinosit hiicrelerinin gen ekspresyonu
iizerindeki 24 saat ve 1 hafta etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda 1 hafta zaman
diliminde Hgf hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinin arttigini belirtmislerdir. Anand
ve ark. (Anand ve Balasubramanian, 2014) ise insan osteoblast hiicrelerinin dozdan
bagimsiz olarak maruziyet siiresine daha duyarli oldugu sonucuna varmiglardir.
Calismamizda da 24 saat ve 1 hafta zaman araliklarinda Hgf hiicreleri tizerinde CT
grubunun sitotoksik etkisinin zamanla arttig1 gozlendi. HpdlIf hiicreleri iizerindeki

sitotoksisite etkilerinin tiim kompozit gruplarinda zamanla artarak hiicre canliligini
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olumsuz etkiledigi goriildii. Calismamizda bulunan sitotoksisite canlilik verileri, hi¢bir

grupta uygulama sonrasi letal doza ulagsmada.

Kompozit materyallerinin hiicrenin protein miktar1 T{lzerindeki etkilerini
gozlemlemek iizere AF, CT ve EQS kompozitlerinin Hgf hiicreleri ile 24 saat
inkiibasyonu sonrasi, Hgf hiicrelerinin tip I, tip III kolajen ve integrin (31 proteinleri
Western Blot yontemiyle izlendi. Western Blot teknigi DNA’dan protein olusumuna
kadar gergeklesen genetik bilgi akisinin son duragi olan proteinlerin, tespit edilmesine
ve miktar tayinine olanak saglayan bir metot olarak 1979°da tanitilmistir (Burnette,
1981; Kurien ve Scofield, 2006). DNA’daki genetik bilginin aktarimi, mRNA’ya
transkripsiyon ifadesi ile buradan da t-RNA araciligiyla ribozomlar iizerinden
hiicrenin tiim yapisal ve enzimatik fonksiyonlari i¢in gerekli olan proteinlerin sentezi
sayesinde gerceklesmektedir (Liileyap, 2008; Ustiiner, 2010). Calismalarin cogunda
hedef proteinler PCR yontemiyle mRNA seviyesinde incelenmistir (Oates ve ark.,
2005; Pae ve ark., 2009; Hakki ve ark., 2012). Ancak mRNA ekspresyonu proteinler
hakkinda bilgi verse de total protein miktar1 hakkinda yeterli sonu¢ vermemektedir (de
Sousa Abreu ve ark., 2009). Bu sebeple calismamizda Hgf hiicrelerinin protein
miktarindaki degisim iizerinden kompozitlerin olusturabilecegi klinik etkileri daha 1yi

yorumlayabilmek adina Western Blot teknigi tercih edilmistir.

Saglikli dis eti ve periodonsiyum hiicre dis1 matriksinde temel olarak Tip I ve Tip
III kolajen tespit edilmistir (Narayanan, 1983). Ozellikle erken yara iyilesmesi
stirecinde Hgf hiicreleri tarafindan Tip I ve Tip III kolajen sentezinde artis oldugu
gosterilmistir (Miller ve ark., 2002). Enflamasyon gibi patolojik durumlarda ise
kolajenin yikim oraninin % 70’e kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir (Narayanan, 1983).
Bu bilgiler 151g1nda ¢alismamizda Tip I ve Tip III kolajen miktarlar1 degerlendirildi.
Ozellikle hiicre baglantisina yonelik arastirmalarda integrin proteinleri giderek dnem
kazanmaktadir. Integrinler periodontal yara iyilesmesinde, epitel ve bag dokusunu
iceren adhezyonda iki yonlii allosterik sinyal yoluyla kilit rol oynamaktadir (Larjava
ve ark., 1996; Jakhu ve ark., 2018). Baglanti1 epitelinde hemidesmosomlar arasi 3
aracilt hiicresel adhezyonun dis yapilar1 ve baglant1 epiteli arasindaki siki baglantida
gerekli oldugu tespit edilmistir (Larjava ve ark., 2011). Baska bir aragtirmada, as 31
integrin aracilifiyla fibronektinin implantlarin osseointagrasyonunda implant ve

osteoblastlar arasindaki yiizey adhezyonunu sagladigi bildirilmistir (Liu ve ark.,
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2015). Hgf hiicrelerinin o B1 indiiklemesiyle TGF 1 aktivasyonunu sagladigi ve bu
aktivasyonun baglant1 ag¢isindan énem arz ettigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2018) .
Periodontal yikimla iligkili bir arastirmada, Aggregatibacter
actynomycetemcomitans’a ait bir membran proteininin (Omp29), fibronektin / integrin
B1/ FAK (Focal Adhesion Kinase) yolagi araciligtyla epitel apoptozunu tetikledigi
ortaya konulmustur (Yoshimoto ve ark., 2016) . Tim bu arastirmalar 1s181inda
caligmamizda nanohibrit kompozitlerin klinik kullanimi sirasinda hiicrelerin
adhezyonu iizerine etkileri ile ilgili bilgi endinmek amaciyla Integrin B ekspresyonu
degerlendirildi.

Kompozitlere yonelik calismalarda direkt olarak materyallerin kolajen miktari
iizerine olan etkileri degerlendirilmemistir. Daha ¢ok materyallerden elde edilen
eluatlarin, hiicre dist matriks elemanlarimin ekspresyonu iizerine olan etkilerine
odaklanilmistir. Kompozitlere ait konvansiyonel monomer igeriklerinden biri olan
HEMA’nm, Hgf hiicreleri iizerinde tip I kolajen miktarini azalttigi gosterilmistir
(Falconi ve ark., 2007; Teti ve ark., 2009). Hakki ve ark. (Hakki ve ark., 2012) kok
perforasyonlarinda kullanilabilecek ¢inko oksitojenol, kompomer, Mineral Toksik
Agregat (MTA), kendinden polimerize olabilen rezin kompozit ve amalgamin
periodontal ligament {izerindeki tip I kolajen etkilerini mRNA seviyesinde incelemis
ve amalgam disindaki gruplarda tip I kolajende artis oldugunu amalgam grubunda ise
anlaml farklilik olmadigini ortaya koymustur. Bis-GMA igerikli nano-hibrit bagka bir
kompozitle yapilan ¢alismada, Bis-GMA monomerinin Hgf hiicreleri tizerinde DNA
transkripsiyonunu indiikleyici etki yaptig1 belirtilmistir (Schulz ve ark., 2015; Jerg ve
ark., 2018). Baz1 doku dostu materyallerin, iliskide oldugu dokulardaki protein
miktarinda 6nemli degisiklik yaratmadig1 gosterilmistir (Pae ve ark., 2009; Hakki ve
ark., 2012). Titanyum ve zirkonyum yiizeylerde Hgf’ler i¢in Tip I kolajen, Tip III
kolajen ve Integrin B1 Real Time-PCR yontemiyle degerlendirilmis ve her ii¢ proteinin
ekspresyonunda anlamli bir farklilik bulunmamustir (Pae ve ark., 2009). Tip III kolajen
miktarinin 6zellikle erken yara iyilesmesi ve enflamatuvar cevap olusumunda arttigina
dair ¢alismalar mevcuttur (Narayanan, 1983; Bartold, 1995). Bizim ¢alismamizda tip
I kolajenin, CT grubunda anlamli olarak arttig1 tespit edildi tip I kolajen miktarinin
olumsuz etkilenmemesi, deney gruplarindaki materyallerde HEMA igeriginin

olmamasi ile iliskilendirilebilir. Calismamizdaki Hgf hiicrelerinin tip III kolajen
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ekspresyonu acisindan EQS grubunun kontrol grubuna gore tip III kolajen
ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirdig: tespit edildi. Diger gruplarda ise anlamh
farklilik olmadig gézlendi. Tip III kolajen ekspresyonundaki artisin yorumlanmasina
yonelik ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Kompozit uygulamalarinin integrin ailesi iizerine etkilerine dair kisitli sayida
calisma mevcuttur. Jerg ve ark.(Jerg ve ark., 2018) ormoser, siloran, nanohibrit ve
kendinden polimerize olabilen iki farkli icerikteki akiskan kompozitin insan diseti
keratinositlerinde ve diseti fibroblastlarinda integrin i ekspresyonu iizerindeki
etkilerini degerlendirmislerdir. 24 saat uygulama sonrasi integrin {31 ekspresyonu
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna varmislardir. Ote
yandan 72 saat uygulama sonrasi yapilan integrin 1 immunofloresansi
degerlendirmesinde siloran grubunda anlamli bir azalma (p<0,01) HEMA igerikli
akiskan kompozit grubunda ise anlamh bir artig tespit etmislerdir (p<<0,01). Pae ve
ark. (Pae ve ark., 2009) titanyum ve zirkonyum materyallerin Hgf hiicrelerindeki tip
I, tip IIT kolajen ve integrin (31 protein ekspresyonundaki etkilerini degerlendirmisler
ve Hgf hiicrelerinin integrin (3 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik yaratmadigin
gozlemlemislerdir. Calismamizda da gruplar arasinda Integrin Bi miktariyla ilgili
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Protein ekspresyonu analizinin daha uzun
stireli uygulamalar sonrasinda ve farkli hiicre dizileri lizerinde de izlenmesi gerektigi
diistiniilebilir.

Sonug olarak,

e  Ormoser grubu kompozitlerden biri olan AF'nin, Hgf ve Hpdlf hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gostermemesi ve protein ekspresyonunu etkilememesi, dis eti ve
periodontal ligament ile yakin iliskide restorasyon yapilmasi gereken klinik
olgularda, ormoser grubu kompozitlerin biyouyumlu olarak
degerlendirilebilecegini diislindiirebilir.

¢  Yeni bir monomer olan TCD-DI-HEA icerikli CT'nin, Hgf ve Hpdlf hiicrelerinde
sitotoksik etki gdstermesi ve Hgf hiicrelerinin Tip I kolajen miktarini arttirmasi
nedeniyle insan periodonsiyum hiicreleri {izerine etkilerinin incelendigi daha ileri
caligmalara gerek vardir.

e Gelistirilmis polimerizasyon teknolojisine sahip Bis-GMA igerikli EQS

kompozitin Hgf hiicreleri tizerinde tip I1I kolajen miktarini arttirmis olmasi nedeni
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ile bu materyalin, periodonsiyum hiicrelerinin protein ekspresyonu iizerine olan

etkilerinin incelendigi daha ileri ¢calismalara gerek vardir.
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