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oz

Amag: Flow sitometri teknidi stispansiyon halindeki hiicrelerin lazer 1sig1 ile aydinlatiimis olan bir bélmeden gegirilip hiicrelerin
canliiginin tespit ediimesinde 6nemli rol oynadidi bilinmektedir. Bu calismada rezin igerikli kompozit materyallerin gingival
fibroblast hiicrelerinde meydana getirdigi hiicre canliik dederlerindeki, apoptotik ve nekrotik degdisim oranlarindaki degisimin
flow sitometri teknidi ile tespit ediimesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 6 farkli yeni nesil kompozit materyali (X-tra Fill (Voco-Almanya), G- aenial Posterior(GC Tokyo
Japonya), Estelite Sigma Quick(Tokuyama-Japonya) , Grandio (Voco-Almanya), Arabesk (Voco-Almanya) Polofil Supra (Voco-
Almanya) kullanildi. Her materyal icin &rnek sayisi 12 olarak beliflendi (n=12). Ornekler teflon kaliplar kullanilarak hazirland.
GFBCs'lerin 72 saat siireyle drneklerle temasi sonucu hiicrelerde meydana gelen hiicre canlilik ylizdeleri, apoptoz ve nekroz
ylzdeleri flow sitometre analizleriyle degerlendirildi. Verilerin analizinde, degiskenlerin kontrol grubu ile olan etkilesimlerini tespit
etmek icin tek yonli ve iki yonli varyans analiz (ANOVA) yéntemi kullanildi. Istatistiksel anlamlilk p<0.05 ve p<0.001
seviyelerinde degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol grubunda nekroz ve apoptozis orani sirasiyla % 3.57 ve % 0 olarak bulundu. En diisiik hiicre canlilik oranlari
GA ve ES’ de (% 77,94 ve % 78,03) bulundu. Materyal gruplarinda GA grubu haricinde diger gruplarda erken ve geg apaptozis
gorlldu. Hicrelere uygulanan materyallerin toksik etkisinin farkl oldugu tespit edildi.

Sonug: TUm gruplarda hiicre canliidinda azalma, apoptozis ve nekroz goriildi. Calismada kullanilan materyallerin yeni
jenerasyon dolgu maddeleri olmasina ragmen hiicrelerde toksik etkive neden oldugu goriildi. Bu materyallerin
biyouyumlulugunun gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit, Gingival Fibroblast, Flow Sitometre, Apoptoz, Nekroz

ABSTRACT

Aim: Flow cytometry technique appears to play an important role in determining the viability of cells by passing through a
chamber illuminated by laser light. In this study, it was aimed to determine the change in cell viability values, apoptotic and
necrotic change rates caused by resin-containing composite materials in gingival fibroblast cells by flow cytometry technique.
Materials and Methods: Six different composite materials were used in the study. (X-tra Fill (Voco-Germany), G- aenial
Posterior (GC Tokyo Japan), Estelite Sigma Quick (Tokuyama-Japan), Grandio (Voco-Germany), Arabesque (Voco-Germany)
Polofil Supra (Voco-Germany). The number of samples for each material was 12. (n = 12) Samples were prepared using teflon
molds. Cell viability percentages, apoptosis and necrosis percentages were evaluated by flow cytometry analysis of cells in
contact with GFBCs during 72 hours. In the analysis of the data, one-way and two-way analysis of variance (ANOVA) method
was used to determine the interactions of variables with the control group. Statistical significance was assessed at p <0.05 and
p <0.001.

Results: The rate of necrosis and apoptosis in the control group was 3.57% and 0%, respectively. The lowest cell viability
rates were found in GA and ES (77.94% and 78.03%). In groups other than GA group, early and late apoptosis were seen in
the material groups. The toxic effect of the materials applied to the cells was different.

Conclusion: All groups had decreased cell viability, apoptosis and necrosis. Although the materials used in the study were new
generation fillers, they caused toxic effects on the cells. There is a need to improve the biocompatibility of these materials.
Keywords: Composite, Gingival Fibroblast, Flow Cytometer, Apoptosis, Necrosis
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GIRIS

Rezin esasl kompozit materyaller modern dis
hekimliginde daha iyi estetik ve fonasyonun saglan-
masl amaciyla yaygin olarak kullanilan dis rengindeki
biyomateryallerdir.

Rezin esasl kompozit materyalleri 6zelliklerine
gore farkl konsantrasyonlarda monomer ve polimerler
icermektedir. Bu monomerler ve polimerler genellikle
bisfenol glisidil metakrilat (Bis-GMA), lrethan dimetak-
rilat (UDMA), hidroksi etil metakrilat (HEMA) ve trieti-
len glikol dimetakrilat (TEGDMA) gibi visk6z veya
vizk6éz olmayan bilesikleri icermektedir 3.

Rezin esasl materyallerin sertlestiriimesi, poli-
merizasyonu mavi Isik yayan led diyotlarla aktive edil-
mektedir. Bu aktivasyon siiresi sonrasinda materyal-
lerin icerisindeki monomerlerin polimerlere doniismesi
beklenmektedir. Ancak polimerizasyon sonrasinda
metakrilat tlrevli monomerlerinin %10-50 oranlarda
reaksiyona girmedigi ve buna bagh olarak sertlesmis
kompozit materyali igerisinde artik monomerlerin kal-
digi gorlmektedir >, Bu artik monomerler dis pulpa
hiicreleri ve iliskide bulundugu yumusak dokulardaki
gingival fibroblast hicrelerinin {izerinde toksik etkiye
sahiptir 6.

Materyallerin toksisitesinin tespitinde hiicrelerin
veya biyolojik partikillerinin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerini 6lgme esasina dayanan flow sitometre
analiz teknigi ile materyallerin biyouyumlulugu deder-
lendirilmektedir. Rezin igerikli kompozit materyalleri
gingival fibbroblast hiiclerinin hiicre canliigini azaltir,
ayrica apoptozis ve nekroza neden olur. Boylece bu in
vitro calismada yeni jeneresayon kompozit mater-
yallerin gingival fibroblast hiicrelerinde olusturduklari
toksik etki degerlendirildi. Rezin igerikli kompozit ma-
teryalleri gingival fibbroblast hiiclerinin hiicre canlihdini
azaltir, ayrica apoptozis ve nekroza neden olur.

GEREG VE YONTEM

Orneklerin hazirlanmasi

Bu deneysel arastirmada 6 farklh rezin icerikli
kompozit materyali kullanildi. Calismada kullanilan
materyallere ait bilgiler Tablo 1'de gdsterildi. Power
analizi sonucunda numune sayisi her grup igin 12
olarak belirlendi (n=12). Kaviteye 2 mm kalinliginda
uygulanabilen materyaller igin 2 mm yiiksekliginde, 6
mm capinda kaliplar, kaviteye 4 mm kalinhginda
uygulanabilen bulk fill kompozitler iginse 4 yliksek-
liginde, 6 mm c¢apindaki standart teflon kaliplar
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kullanildi. Teflon bloklarin igerisine materyaller yerlesti-
rildikten sonra seffaf bantlar ve siman camlari kullani-
larak ylzeyleri dizlestirildi. Numuneler, LED isik
cihaziyla (Elipar Freelight II, 3M-ESPE, St.Paul, MN,
ABD) 400-500 nm dalga boyu aralidinda, 20/40 sn
stireyle Uretici firmalarin talimatlarinda belirtildigi sekil-
lerde polimerize edildi. Sertlestirme islemi tamamlan-
diktan sonra drneklerin kenarlar ve ylzeyleri polisaj
diskleri (Soft-Lex; 3M ESPE, St. Paul, MN, ABD) ile
zimparalanarak piriizsiiz hale getirildi.

Tablo 1. Galismada kullanilan kompozit materyaller

Materya  Uretici - o Doldurucu  Dolduruct
adi firma Materyal tipi Matriks tipi icerigi yiizdesi
Zirkonya,
XtraFil Voco  BukFil BiSGMA, UDMA, parzglgilarl .
(XF) Almanya Kompozit TEGDMA Tterium
trifluoride
G- aenia o UDMA, Fluroaliiminc
posterio S TV NeNOND pierairiat ko silikat 65
(GA) pony: p monomerleri partikilleri
Estelite Supra- Kiresel
Sigma  Tokuyam: S o silika,
Quick  Japonya ’\llirr]r?hébzﬁ BisGMA, TEGDM/ zirkonyum 82
(ES) P partikiilleri
Grandio  Voco  Nanohibri BiSGMA, Secr:mik &7
(GO) Almanya kompozit TEGDMA partiikiilleri
" .. Bis-GMA, UDMA Cam
Ar&b‘;s" Al\r:]‘fr"’ya ";'('(';rrr‘]’;‘(')glrt' TEGDMA, seramik 76,5
EGDMA partikdlleri
Polofil Bis-GMA, Di
Supra Voco  Mikrohibri Urethan di Silika cam 76,5
(L;,ps) Almanya kompozit metakrilat, BHT, partikiilleri !
HEMA, UDMA
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Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
Gingival Fibroblast K6k Hiicrelerin

(GFBCs) Hazirlanmasi

Gingival Fibroblast Kok Hicreler Amerikan
Tipi Kiltlir Koleksiyonu firmasindan (Kodu: PCS-201-
018) tedarik edildi. Hiicreler firmanin prosediiriine go-
re isleme alindi. kisaca krayo falkonlarda gelen hiicre-
ler cozildiikten sonra taze mediyuma (low glucose
DMEM/f12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s), %10 FBS
(Fetal Bovine Serum), %1 antibiyotik (pensilin-
streptomisin-amfotrisin B igeren) ilave edilerek 25 cm?
flaska ekildi. Her 3 giinde bir taze medyum (besi orta-
mi) ilave edildi bu islem hicrelerin yeterli olgunluga
ulagincaya kadar tekrarlandi. Hicreler flaskin %80'ini
kaplayinca Tripsin/EDTA yardimi ile hicreler kaldirilir.
Tripsin/EDTA enziminin aktivitesini sonlandirmak ama-
ciyla tiipe alinan hiicrelere 1:1 oraninda Fetal Sigir
Serumu (FBS, Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Almanya)
ilave edildi. Hicreler 1200 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenerek tipiin dibine ¢oktiriilmesi saglandi.
Ust sivi atildiktan sonra yeni mediyumla karigtirilan



hicreler 24 kuyucuklu plakalara (100 pl hacminde
kuyucuk bagina 1x10> hicrenin gelecedi sekil de)
ekildi. Plakalar 37° C'de %05 CO; iceren nemli ortamda
inklibe edilerek deny yapilmasi distnilen giine kadar
muhafiza edildi.

Orneklerin Hiicre kiiltiir
hazirlanmasi

Materyallerin yerlestirilecedi 24 kuyucuklu

plakalar 4 saat boyunca UV isini altinda steril edildi.
Deneye hazir olan hiicrelerin bulundugu plaklara dis
materiyaller dikkatli sekilde hiicrelerle dogrudan temas
edecek bicimde yerlestirildi ve 37 °C'de ve %5 CO,
iceren inklibatdrde 72 saat inklibasyon siiresi sonunda
analizler yapild.

islemi igin

Annexin V-FITC (floresein izotiyosiyanat)
ve propidyum iyodiir (PI) boyama analizi

Deney firma (Biovision, ABD) protokoliine gore
yapilmistir. Huicrelere pasaj islemi uygulanarak her
grup kendi tpu igerisinde santrifiij (12,000 g, 5 dk)
yardimiyla ¢oktlrildi. Hiicreler fosfat tamponlu tuz
cozeltisi ile yikandiktan sonra ve 500 uL badlanma
tamponu eklendi. Hiicrelere oda sicakliginda 10 dakika
boyunca karanlikta annexin v-FITC ve PI eklendi.
Boyanan 6rnekler daha sonra Uretici firma talimatlan
(Beckman Coulter, ABD) dodgrultusunda tarafindan
belirtildigi gibi bir CytoFLEX akis sitometresinde analiz
edildi.

Istatistiksel Analiz

Numune sayisinin  belirlenmesinde  power
analizinden faydalanildi (n= 12). Deneysel arastirma-
dan elde edilen verilerin istatistiksel analizler igin SPSS
istatistik programi kullanildi. Bulgularin analizinde,
gruplarin kontrol grubu ile olan farkliliklarini tespit et -
mek igin ANOVA analizi ydntemi kullanildi. p<0.05 ve
p<0.001 olan veriler istatistiksel olarak anlaml kabul
edildi.

BULGULAR

Yapilan calismada gingival fibroblast hiicre
gizgilerinde apoptozisin gelisimi incelendiginde kontrol
grubunda hiicre canlilk orani % 96.43 bulundu.
Kontrol grubunda nekroz ve apoptozis orani sirasiyla
% 3.57 ve % 0 olarak bulundu. En disiik hiicre
canliik oranlari GA ve ES' de (% 77,94 ve % 78,03)
bulundu. Bununla birlikte, PS ve AB (% 89,69 ve %
85,63) gruplarinda en ylksek hiicre canliik orani
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gorildi. ES grubunda geg apoptoz seviyesi % 3.30
iken erken apoptozisin % 18.13 oldugu gorildi. Ayrica
GA grubu en diistik erken ve geg apoptozis gosterdi.
Geg apoptozis ve erken apoptozis icin bu grupta % 0
orani bulundu. XF grubunda hiicre canllik orani %
79.07 olarak bulundu. Erken apaptoz orani % 7.17
iken geg apaptozis orani % 1.88 olarak bulundu. GA
grubu haric tim gruplarda ge¢ apaptozis evresi
gorildi. Hicreler materyale maruz kaldiklarinda toksik
etkisini erken apaptozis safhasinda gosterdi (Sekil 1).

Flowcytometry:
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Sekil 1. Hiicrelerin materyallere maruz kaldiklarindaki
apaptozis safhasindaki degisim

TARTISMA

Restoratif dis hekimliinde, hastalarin artan es-
tetik ve kozmetik taleplerinin 6nem kazanmasi ve non
invaziv islemlerin tercih edilmesi kompozit materyal-
lerinin kullanimini yayginlastirmigtir. Rezin igerikli bu
materyaller farkli oranlarda cesitli monomerler iger-
mektedir. Bu monomerler genellikle propan (Bis-GMA),
urethan dimetakrilat (UDMA), 2-hidroksietilmetakrilat
(HEMA) ve trietilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) gibi
monomerlerdir 72,



Monomerlerin materyallerin sitotoksik etkileri
lizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Dental materyal-
lerin klinik kullanimlari 6ncesinde mutlaka biyolojik
riskler agisindan degerlendirilmesi gerekir. Restoratif
tedaviler sirasinda kullanilan materyallerin hiicreler
lizerinde bir etkisinin olup olmadiginin ve bu etkinin
geri donlisimli olup olmadiginin tespiti amaciyla labo-
ratuvar ortaminda, deney hayvanlar (zerinde ve ins-
anlar Gzerinde farkl arastirmacilar tarafindan arastir-
malar yapilmistir 10-13, Hiicreler ya da kromozomlar gibi
mikroskobik partikillerin sayilmasi ve incelenmesi icin
kullanilan ve materyallerin apoptotik ve nekrotik etki-
sinin tespitinde kullanilan flow sitometri teknigi son za-
manlarda materyallerin biyouyumlulugunun dederlen-
dirilmesinde siklikla kullanilan sitotoksisite testlerinden
biridir.

Hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde
fosfatidilserin bulunur. Hiicre apoptoza ugradii za-
man, hiicre i¢ ylizeyine yerlesmis olan fosfatidilserin
bilesenleri hiicre zarinin dig ylizeyine tutunurlar. Bu
transfer olayi hiicre membran biitlinliginiin heniiz bo-
zulmadigi apoptotik hiicre 6liminiin erken doneminde
meydana gelir. Anneksin-V hiicrenin dis ylizeyine
transfer olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein
oldudu icin, floresein izotiyosiyanat (FITC) ile isaretle-
nerek apoptotik hicre goriinir hale gelir. Bu amagla
FITC-Anneksin-V  kompleksinin  hiicre yiizeyindeki
fosfatidiserine baglanma orani flow sitometre ile
olglilda 4.

Farkli mekanizmalara ve hassasiyetlere sahip
¢ok sayida sitotoksisite testleri (tetrazolyum testleri
(MTT, MTS, XTT, WST), LDH testi, alamalar mavisi
testi ve biyolliminesans testleri) bulunmakla birlikte bu
calismada flow sitometre teknigi tercih edildi. Flow
sitotometre teknigi; teknigin hizli olmasi, duyarli olmasi
ve dogdruluk oraninin yiiksek olmasi nedeniyle tercih
edildi.

Flow sitometri teknigi ile gok kigiik hacimli
yapilar (<0,5 mm) analiz edilebilir. Oysa hiicreler yak-
lasik olarak 103 /ml olarak bulunurlar. Bu ylizden cihaz
modifikasyonu olmadan dogru bir sekilde analiz edil-
meleri s6z konusu degildir. Flow sitometri teknidi ile
dogru olclimler yapilabilmesine ragmen, bu olclimlerin
dogrulugunu numunelerin &zelligine gore cihazin kalib-
re edilmesine baghdir. Kalibrasyonun dogru bir seklide
yapllmamasi elde edilen sonuglarin dogrulugunda
hatalara neden olabilmektedir. Cihaz kalibrasyonunda
tereddiitlerin yasandigi durumda flow sitometri teknigi
yaninda farkll sitotoksisite testi ile sonuglarin
dederlendiriimesi 6nem arz etmektedir 1°.
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Bu c¢alismada hiicre canliik oranlar sirasiyla en
fazla kontrol grubu, AB, PS, GO, XF, ES ve GA olarak
bulundu. Hiicrelerin sitotoksisitesi ve biyouyumlulu-
dgunun (zerine matriks tipinin ve monomerlerin etkin
oldugu bilinmektedir. Monomerlerin cesitliliginin fazla
olmasi materyallerin sitotoksistesini artirmaktadir.
Calismada hiicre canliidi en fazla olan AB grubu ve
hiicre canliigi en az olan GA grubunun matriks icerik-
lerine bakildigi zaman AB grubunun matriks tipinin GA
grubundan fazla olmasi literatir  bilgilerini
dogrulamaktadir.

Calismada kullanilan materyallerin hiicre canlilik
oranlari ile doldurucu igeriklerine bakildigi zaman bir
korelasyon oldugu Tablo 2’ de goriilmektedir. Dolduru-
cu icerigi azaldikca hiicre canliliginda azalma olmasi
materyallerin matriks tipinin yaninda materyallerin
doldurucu igeriklerinin de hicre canlidi tzerinde etkili
oldugunu distindirmektedir.

Tablo 2.Calismada elde edilen materyallerin sitotoksik

dederleri
Grupl Hiicr Doldur Matr Doldur Erke Geg Nekr
ar e ucu iks ucu n Apop oz
canh yiizdes tipi icerigi Apap toz Q1-
hk i toz Q1- LR
oran Q1- UR
1 UL
Q1-
LL
Kontr | 96,43 - - - 0 0 3,57

ol
Arabe | 89,69 76,5 4 3 8,56 1,34 0,41

sk

(AB)
Polofil | 85,63 76,5 6 1 4,54 0,74 9,09
Supra

(PS)
Grand | 79,07 87 2 1 7,17 1,88 11,8

io 8
(GO)

Xtra 79,07 86 3 3 7,17 1,88 11,8

Fill 8

(XF)
Estelit | 78,03 82 2 2 18,13 3,30 0,54
e
Sigma
Quick
(ES)

G- 77,84 65 3 1 0 0 22,1
aenial 6
Poste

rior
(GA)
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Dentin tibdlleri igerisinde uzantilari yer alan
odontoblastik hiicreler rezidiiel monomerlerden etkile-
nen ilk hiicre grubudur 6. Rezin monomerlerin odon-
toblastik hiicrelerin yagsam dongiilerini gergeklestirebil-
meleri igin gerekli olan spesifik fonksiyonlari (alkalen
fosfataz aktivitesi, matriks mineralizasyon kapasitesi,
dentin proteinleri igin gen ekspresyonu) inhibe
etmektedir'”:18, Bununla birlikte restoratif materyallerin
komsu periodontal dokularda temas ettigi alanlarda
fibroblasik hiicrelerin fonksiyonlarinida olumsuz etkile-




digi gorilmusturt®. Gingival fibroblastlar, dis eti doku-
larinin blyidk bir bélimund olusturmaktadir. Bu ne-
denle, calismamizda gingival fibroblast hiicrelerinin
kullanilmasi tercih edildi. Bu calismada da elde edilen
analiz sonuglarinda benzer sekilde rezin monomerlerin
gingival fibroblast hiicreler {izerinde toksik etkiye
neden oldudu, hiicrelerin canlilik degerlerinde azalma
oldugu goralda.

Raji¢ ve ark. G-aenial nanohibrit kompozit ma-
teryalinin sitotoksistesini dederlendirdikleri bir calis-
mada dort saat sonunda hiicre canlliginin yaklasik
olarak % 72 oldugunu, erken apoptoz oraninin geg
apoptoz oranindan daha fazla oldugunu, 24 saat
sonrasinda ise hiicre canliifinda bir artisin oldugunu
tespit etmislerdir. Hiicrelerin maruz kaldiklari ilk 4
saatte ve 24 saat sonunda nekroz oranlarinda farklihk
olmadigini gézlemlemislerdir 2°. Bu calismada G-aenial
materyaline maruz kalan hicrelerdeki hiicre canlik
orani % 77.84 olarak bulundu. Hicrelerde erken
apoptoz ve geg apoptoz g6zlenmedi. Raji¢ ve ark
yapmis olduklari calismanin aksine hiicrelerde nekroz
orani yiiksek bulundu. Iki calismanin sonuglarina
bakildigi zaman hiicre canlilik oranlari benzer olmakla
beraber, apoptoz ve nekroz degerleri arasinda farklilik
goriildi. Elde edilen verilerin sonuglarinin dogrulunun
objektif olarak saglanabilmesi igin calismalarda sitotok-
sisite testlerinin farkl testlerle desteklenmesi elde edi-
lecek sonuglarin dogrulugu acisindan gerekli oldugunu
disindirda.

Yalgin ve ark 2. metil tetrazolium testi (MTT)
ile farkli kompozitlerin sitotoksisitesini inceledikleri
calismada 24 saat sonuda L929 fibroblast hiicrelerinde
GO nun hiicre canlihldinin ES den daha az oldugunu
tespit etmislerdir. Bu galisgmada materyallerin gingival
fibroblast hiicreleri lizerindeki etkilerine bakildidinda
GO grubunda hiicre canlihginin (% 79,07) ES grubu
hiicre canliifindan (% 78,03) daha fazla oldugu
gorilda.

SONUC

Teknolojik yenilikler ve gelismeler sayesinde
kompozit materyallere zamanla yenileri eklenmektedir.
Bu materyallerin klinisyenler tarafinda kullaniimadan
once biyolojik olarak uyumlu olup olmadiklar deger-
lendirmelidir. Bu dederlendirmeler sirasinda tek bir
biyolojik testten ziyade farkli testlerin ayni galismada
kullanilarak elde edilen sonuglarin dogrulugunun artti-
riimasi ve sonuclarin daha objektif olmasina neden
olabilir.

69

KAMALAK, OK,
TAGHIZADEHGHALEHJOUGHI

Bu ¢alisma, c¢alismayi ydrdten tdm yazarlar tarafindan okunmus ve
onaylanmis orifjinal bir ¢calismadir. Herhangi bir yazar, kurum ya da
kurulus ile cikar ¢atismasi olmadigim belirtiimek isteriz.
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