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OZET

Cocuklarda Kullanilan Rezin I¢erikli Restorarif Materyallerin insan Fibroblast
Hiicrelerinde Olusturdugu Sitotoksik Etki ve Oksidatif Stres Seviyesinin

Degerlendirilmesi

Amag. Dis hekimligi uygulamalarinin gesitli alanlarinda 6nleyici, koruyucu, restoratif
ve endodontik amagclar basta olmak {iizere farkli amaglarla ¢esitli materyaller
kullanilmaktadir. Kullanilan materyallerin cogu, dokularla dogrudan veya dolayli olarak
temas halinde oldugu igin, bu materyallerin biyouyumlu olmasi gerekmektedir. Dis
hekimliginde kullanilan materyallerin mekanik o6zellikleri ile iligkili olduk¢a fazla
literatlir bilgisi bulundugu halde, cocuk dis hekimliginde ¢esitli amaglarla kullanilan
materyallerin sitotoksik Ozellikleri ile ilgili olarak ulasilabilen veriler yeterli degildir.
Bu nedenle ¢calismamizda ¢ocuklarin dental tedavilerinde kullanilan yedi farkli restoratif
materyalin (Clearfil Majesty Esthetic®, Filtek™ Silorane®, Fuji Il LC®, Grandio Flow®,
Admira®, Glasiosite®, Twinky Star™) insan fibroblast hiicreleri iizerinde zamanla
meydana getirdikleri sitotoksik etkileri, in vitro olarak direk temas yontemiyle ve MTT

testi, TAK ve TOD degerleri incelenerek ortaya koyulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot. Calismamizda insan amniyon hiicresinden alinan fibroblastlar
kullanildi. Hiicreler 48 gozlii platelere aktarilarak 8 mm ¢apinda 2 mm yliksekliginde
hazirlanan materyaller yerlestirildi. 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda; MTT testi ile

hiicre canliligina bakildi ve TAK ve TOD degerleri dl¢iildii (n=6).

Bulgular. MTT Testi sonuglarina gore kullanilan materyallerin 24 saat, 72 saat ve 7 giin
sonunda hiicre canliligin istatistiksel olarak anlamli dl¢lide azalttig tespit edilmistir.
TAK ve TOD degerlerine gore 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda biitiin materyaller

toksik bulunmustur.

Sonug. Elde edilen MTT, TAK ve TOD degerleri ne gore biitiin materyallerin sitotoksik
etkisinin bulundugunu desteklemistir. En sitotoksik materyal olarak Fuji II LC tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler. Hiicre Kiultiri, MTT, Oksidatif Stres, Rezin Monomerler,

Sitotoksisite



ABSTRACT

Evaluation of the Oxidative Stress Level and Cytotoxic Effect Caused by Resin
Containing Restorative Materials Used for Children on Human Fibroblast Cells

Aim. Several materials have been used in dental practice for different indications
including; interceptive, preventive, restorative and endodontic treatments. Most of these
materials are in, direct or indirect contact with tissues. Therefore these materials must
be biocompatible. There is a number of literature concerning with mechanical properties
of these materials whereas the data available about the cytotoxic properties of these
materials is insufficient. The objective of this study was to evaluate the cytotoxic effects
of 7 different materials (Clearfil Majesty Esthetic®, Filtek™ Silorane®, Fuji Il LC®,
Grandio Flow®™, Admira®, Glasiosite®, Twinky Star®) used for dental treatments of
children via MTT, TAS and TOS parameters.

Material and Method. The cells used in this study are derived from human amniotic
fluid. The cells were transferred to 48-well plates. The samples in 2 mm height and
8 mm diameter were placed into each of the wells. The vitality rate of the cells
evaluated at the end of 24 hours, 72 hours and 7 days by means of MTT. TAS and TOS

levels were recorded (n=6).

Results. According to MTT findings the decrease of the number of the cells was
ststistically significant. According to TAS and TOS levels all the materials used found

to be cytotoxic after 24 hours 72 hours and 7 days.

Conclusion. All of the materials used in this study showed cytotoxic effects on human

fibroblast cells. Fuji 11 LC® was found to be the most toxic material.

Key Words. Cell Culture, Cytotoxicity, MTT, Oxidative Stress, ResinMonomers
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1. GIRIS

Dis hekimligi uygulamalarinin ¢esitli alanlarinda her gecen giin farkli 6zelliklere
sahip bir¢ok yeni materyal kullanima girmektedir. Teknolojideki biitiin gelismelere
ragmen biyouyumlulugu yiiksek antimikrobiyal etkilere sahip ve mekanik 6zellikleri
yeterli olan biyomateryal gereksinimi devam etmektedir." Restoratif materyaller dis
dokusuna uygulandiginda, pulpanin canliligini devam ettirebilmesi i¢in uygulanan
materyalin toksik olmamasi ve bakteri penetrasyonunu engelleyecek sekilde dis
dokusuna uzun siireli hermetik bir baglanma saglamasi gerekmektedir.”* Adeziv dis
hekimligi, restorasyonlarda materyalin dise daha iyi baglanabilmesi nedeniyle
konservatif yaklasim sagladigi ve bu yontemde kullanilan materyallerin dis rengine
benzer renklerde oldugu i¢in daha fazla tercih edilmektedir.” Bununla birlikte Rezin
esasli restoratif materyallerin biliylik Olclide toksik etkileri bulunan maddeleri

saldiklarini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.®®

Cocuklarda olusan dental ve orofasiyal problemlerle miicadele etmek amaciyla
ortaya cikmis olan® cocuk dis hekimliginde de; onleyici, koruyucu, restoratif ve
endodontik amaglar basta olmak {izere farkli amaglarla, rezin igerikli ¢gesitli materyaller
kullanilmaktadir. Bu materyallerin ¢ogu, dokularla dogrudan veya dolayl1 olarak temas

halinde oldugu icin, bu materyallerin biyouyumlu olmas1 gerekmektedir.

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunu degerlendiren arastirmalarda gesitli
test yontemleri kullanilmakla birlikte yaygin olarak hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiir
testleri kullamlmaktadir."™* Hiicre kiiltiir test yontemleri daha iyi standardize edilebilir ve
tekrarlanabilir 6zellikte olmakla birlikte hayvan deneylerine kiyasla, uygulamasi kolay,
daha az zaman alan ve ekonomik testler olduklari i¢in hayvan deneylerine tercih

edilmektedirler.'?



Uluslar aras1 Standart Organizasyonu, [International Organization for
Standartization (ISO)] in vitro sitotoksisite testlerinin; direkt, indirekt ve Oziit testleri
olmak iizere li¢ farkli materyal-hiicre temas yontemiyle yapilabilecegini bildirmistir.*®
Dis hekimligi materyallerinin her ii¢ temas yontemiyle de yiiriitilmiis toksisite
calismalarn bulunmaktadir.***" Farkli temas sekillerinin sitotoksisite sonuclari tlizerine
etkilerini arastirildigr bir ¢alismaya gore direkt ve indirekt testler arasinda iyi bir iliski

bulunmus, en az hassasiyeti ise dziit testi gdstermistir.'

Fotakis ve Timbrell,18 iki farkli hiicre hatt1 kullanarak dort farkli sitotoksisite
degerlendirme yonteminin etkinliklerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, nétral kirmizi ile
MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazilyum Bromid] testlerinin
sonuglarinin, laktat dehidrogenaz enzim aktivite testinden ve bir protein degerlendirme
yonteminden’® daha hassas oldugunu ve farkli toksisite testlerinin birlikte
uygulanmasinin bir materyalin toksik o6zellikleri degerlendirilirken daha gilivenilir

sonuclar verecegini ifade etmislerdir.

Aerobik organizmalarin oksijen kullanimindan sonra yaklagik %1-2 oraninda,
serbest radikaller seklinde reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir.?’
Serbest radikal {tretimi bir takim antioksidan savunma mekanizmas1 {iyelerince
baskilanmaktadir; aksi halde, meydana gelen oksidatif stres biyomolekiillere ¢esitli
mekanizmalar yoluyla hasar vermektedir.?* 2 Oksidatif stres, son yillarda toksisitenin
olasi bir mekanizmast olarak kabul edilmektedir.?

Biyolojik sivilardaki toplam antioksidan kapasitesi (TAK) degerlerinin
Ol¢iilmesinin kolay, hizli uygulanan ve ¢ok sayidaki orneklerin degerlerinin birlikte
analiz edilmesine imkan sagladigi belirtilmistir.?*

Cocuk dis hekimliginde cesitli amaglarla kullanilan materyallerin sitotoksik
ozellikleri ile ilgili olarak ulasilabilen veriler yeterli degildir. Bu nedenle, ¢alismamizda
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cocuklarin dental tedavilerinde yaygin olarak kullanilmakta olan veya kullanima yeni
girmis olan, 1sikla sertlesen cesitli rezin restoratif materyallerin (Clearfil Majesty
Esthetic®, Filtek™ Silorane®, Fuji 1l LC®, Grandio Flow®, Admira®, Glasiosite®,
Twinky Star®) insan fibroblast hiicreleri iizerinde zamanla meydana getirdikleri
sitotoksik etkileri, in vitro olarak direk temas yontemiyle ve MTT [3-(4,5DimetilTiazol-
2)-2,5 DifenilTetrazolyum Bromit] testi, toplam antioksidan kapasitesi (TAK) ve

toplam oksidan durumu (TOD) degerleri incelenerek ortaya koyulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dis dokular
Dis kuron ve kok olmak iizere iki kisimdan olugmaktadir. Viicutta en mineralize
doku olan mine hiicresiz bir yapidir ve disin gordiigiimiiz kismi olan kuronu
ortmektedir. Mine, ameloblast hiicrelerinin organik matriks salgilamasi ve bu matriksin

kalsifiye olmasi sonucu iiretilmektedir.?> %°

Dentin dokusu ise odontoblaslarin salgilari
ile olugsmaktadir. Dentin dokusu dis yapisinin sert dokularinin hacimce en biiyiik
kismini olusturmaktadir ve hem kuronda hem de kokte bulunmaktadir. Dentin pulpa
icin koruyucu, mine i¢in ise destek gorevi gormektedir. Sement, dis dokusunun diger
kalsifiye dokusudur ve kok kismmi kaplamaktadir. Sement de dentin gibi
ektomezenkim kaynakli olup mine ve dentinden daha az mineral icermektedir.
Ektomezenkim hiicreleri veya noral krest hiicreleri tarafindan iiretilen pulpa ise gevsek
bir bag dokusudur. Dentini yapan odontoblast hiicrelerinin goévdeleri pulpa igerisinde
yer alir ancak bu hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 dentin tibiilleri i¢ine uzanmaktadir.

Bu nedenle pulpa genellikle dentinle birlikte diisiiniilmektedir ve pulpa dentin

kompleksi olarak adlandirilmaktadir.?

2.2. Pulpa Dentin Kompleksi
Dis dokusunun dental papillasindan olusan dentin ve pulpa dokular1 mezoderm
kaynakli 6zellesmis bag dokularidir.?” Dentin, pulpa dentin kompleksinin sert doku
boliimiinii olusturmaktadir. Pulpa ise dentinin canlilifini devam ettiren yumusak bag
dokusu kismi olarak belirtilmektedir.?® Pulpa dentin kompleksinde en 6nemli hiicreler
odontoblastlardir. Odontoblastlarin govdeleri pulpa igerisindeyken uzantilar1 dentin

biinyesindedir. Dentin ile pulpa arasinda;



1. Pulpanin fizyolojik olarak ve dis kaynakli uyarilara cevap olarak dentin

tireterek dentinin genislemesini saglamasi,
2. Pulpanin sinirleri dentine tagiyarak bu dokunun duyarliligini saglamasi,

3. Dogrudan bir uyar1 bulunmadigi zamanlarda da pulpa bag dokusunun dentin

yaralanmalarina cevap verebilme potansiyeline sahip olmasi ve

4. Dentinin pulpay1 cevreleyerek onu dis etkilerden koruma gorevini yerine
getirmesi gibi nedenlerle, fonksiyonel bir birliktelik oldugu kabul edilmektedir.?® 2
Dentinin olugma siirecinde dnce odontoblast hiicreleri kollajenden zengin bir
organik matriks salgilar. Daha sonra, bu matriks kalsifiye olur. Dentin dokusunda
odontoblast uzantilar1 ve sinir hiicreleri bulunmasi nedeniyle dentin, canli bir doku
olarak kabul edilir. Geng bireylerde dentin acgik sar1 renktedir. Mineralizasyonunun
mine dokusundan daha az olmasi nedeniyle dentin daha opak goriiniir.>* *! Dentinin
iceriginin agirlik olarak yaklasik %70’ini hidroksiapatit, %18’ini kollajen esaslt organik
madde ve %12’sini ise su olusturmaktadir. Dentin dokusunun inorganik igerigi mineden
daha az ve hidroksiapatit kristallerinin boyutlar1 daha kii¢liktiir. Bu yiizden dentin
mineden daha elastik bir yapiya sahiptir.** Dentinin organik yapisimin yaklasik %901

tip I kollajenden olusur. Dentin yapisinda fonksiyonlar1 tam olarak bilinmeyen

proteinler ve organik bilesenler de az miktarda bulunmaktadir.*

2.2.1. Dentin Tipleri

Gelisim sekillerine bagli olarak farkli dentin tipleri tanimlanmustir. Primer dentin
dis olusumu esnasinda nispeten daha ¢ok olmak iizere olusur ve disin biiyiik bir kismini
olusturarak ilk seklini meydana getirir. Primer dentinin, minenin altinda bulunan ve
dentin olusumu esnasinda ilk olarak salgilanan kismimi manto dentini olarak

isimlendirilir ve altinda bulunan primer dentin yapisindan farklidir. Kok olusumu



tamamlandiktan sonra, odontoblastlar primer dentinin pulpal tarafinda daha yavas bir
hizda disin fonksiyonel olmasini1 saglamak amaciyla dentin iiretimine devam eder. Bu
dentine sekonder dentin denir ve yapisi primer dentine gore daha diizensizdir. Ancak,
primer odontoblastlar tarafindan yapildig1 igin, primer dentin kadar olmasa da tiibiilleri
kismen diizenlidir. Kimyasal irritanlar, ¢iiriikler, restoratif islemler, atrizyon veya daha
baska uyaranlara bir cevap olarak disin daha sonraki yasam evrelerinde olusan dentin
tipine ise tersiyer dentin denir. Primer ve sekonder dentinden farkli olarak tersiyer
dentin sadece dis uyaranlardan etkilenen bolgelere yakin pulpal yiizeylerde sekonder
odontoblastlar yani odontoblast benzeri hiicreler tarafindan iiretilir. Bu dentinin
ozellikleri ve miktar1 meydana gelen odontoblast cevabi ile paraleldir. Bu cevabi
uyaranin yogunlugu, siddeti ve siiresi belirler. Tersiyer dentin pulpayr koruma
amachdir. Diizensiz ve az sayida dentin kanallarina sahiptir. Dentinin pulpa tarafinda,
gevsek bag dokusuyla mineralize doku arasinda yer alan tabakasi predentin olarak
isimlendirilmektedir. Bu tabaka mineralize olmamis dentin matriksinden ve esas olarak
kollajenden meydan gelmektedir. Glikoprotein ve proteoglikanlardan olusmaktadir.
Predentin dentinogenezis esnasinda mevcuttur ve disin tiim Omrii boyunca da varligim
devam ettirir. Dentinin kalan kisimlar1 sirkumpulpal dentin olarak isimlendirilmektedir

ve intertubuler dentin ve peritubuler dentin olarak iki kisma ayrilmaktadir.?® %

2.2.1.1. Dentin Tiibiilleri

Dentin mikrobiyal molekiiler iirlinlere oldugu gibi diger molekiiler akiskan
materyallere ve sivilara kars1 da yiiksek gecirgenlige sahip bir yapidadir. Bunun sebebi
ise biitiin dentin biinyesinde bulunan c¢ok sayidaki dentin tiibiilleridir. Tibiiler bir
yapida olmasi dentinin 6nemli bir 6zelligidir. Odontoblast hiicreleri mine sinirindan
merkeze dogru organik matriks sentezleyerek geri ¢ekilirler ve protoplazmik uzantilar

mineralize olan matriks icerisinde kalmaktadir. Bunun sonucunda, dentin tiibiiler bir



yap1 kazanmaktadir. Dentinin 6nemli bir kismi bu tiibiiller nedeniyle bosluklu bir
yapidadir. Dis dentin, merkezi dentin ve pulpal dentinde mm?de sirastyla 15000, 25000
ve 55000 tiibiil bulunmaktadir. Dentin tiibiillerinin her birinin i¢inde bir odontoblast
uzantis1 ve dentin lenfi adi verilen sivi bulunmaktadir. Dentin lenfi albumin,
immunglobulin G (IgG), transferin, tenascin ve proteoglikan gibi kompleks protein

karigimlarini ig:ermektedir.zs‘ 31, 34

Dentin tiibiillerinde yukaridaki yapilarla birlikte;
ayrica, sinir lifleri ve mineralize olmamis kollajen lifler de bulunabilmektedir.* Konik
bir goriiniime sahip olan dentin tiibiillerinin ¢api; mine dentin sinirinda 0,6-0,8 um,
dentinin orta bolgesinde 1,2 pm ve pulpal kisimda ise yaklasik 2,5 pm’dir.®! Kuronal
dentinin degisik bolgelerinde mm basma diisen tiibiil sayis1 farklilik gdstermektedir

(Tablo 2.1).%

Tablo 2.1. Kuronal dentinde mm?’deki ortalama tiibiil dagilimi®®

Konum Okluzal Tiiberkiil Kuron Mine-sement siniri
Dis 8000 20000 10000 10000
Orta 32000 36000 32000 29000

Pulpal 58000 58000 48000 48000

2.2.1.2. Peritiibiiler Dentin

Dentin tiibiillerini cevreleyen ve nispeten daha hipermineralize olan dentine
peritiibiiler veya intratiibiiler dentin denir. Peritiibiiler dentin intertiibliler dentine gore
daha az miktarda kollajen bulundururken, mineral bakimindan daha zengindir. Mineral
yapidaki kristalizasyon orani yiiksek hidroksiapatit kristalleri nedeniyle intertiibiiler
dentine gore 5 kat daha sert bir yapiya sahiptir.®” Dentin tiibiillerinin yogunlugu pulpaya
dogru artar; bu nedenle, peritiibiiler dentinin kapladigi alan predentin bélgesinde dentin

alaniin yaklasik %60°1n1; mine dentin sinirinda ise, %3 iinii olusturmaktadlr.38



2.2.1.3. Intertiibiiler Dentin

Dentin tiibiilleri arasinda kalan dentindir. Odontoblastlar tarafindan ilk
salgilanan dentindir. Yapisinda; fosfoprotein, proteoglikan, y-karboksiglutamat igeren
proteinler, glikoproteinler ve bazi plazma proteinleri bulunmaktadir.® Intertiibiiler
dentin predentin bolgesinde dentin alaninin yaklasik %12°sini, mine-dentin sinirinda ise
%96’s1m1 kaplamaktadir. Dentinde birim hacme diisen kollajen miktar1 mine dentin

sinirindan pulpaya dogru azalmaktadir.*®

2.2.1.4. Interglobiiler Dentin

Mineralize olmamis veya daha az mineralize dentin alanlar1 interglobiiler dentin
alanlaridir. Hipomineralizasyonun nedeni mineralizasyon esnasinda kalsifiye olmus
kiiresel alanlarin olgun dentin i¢inde tam olarak birlesememesidir. Primer dentinin
manto dentine yakin bolgelerinde bulunur ve dentin olusumu sirasinda, vitamin D
eksikligine bagli olarak veya florlir iyonunun fazla alinmasi nedeniyle dislerde bu

alanlarin daha sik goriildiigii ifade edilmistir.**

2.2.2. Dentin Dokusunun Gecirgenligi

Dentin gegirgenligi konusunun, materyallerin dentine baglanmasin1 ve pulpa
tizerindeki biyolojik etkilerini ilgilendirdigi i¢in 6nemli oldugu ifade edilmistir.*
Sivinin, birim ylizey alandan, birim basing altinda belli bir zamanda ge¢mesi o yiizeyin
gecirgenligini ifade eder. Gegirgenligi, cisim veya dokunun ylizey alani, yapisi, kalinligt
gibi cesitli faktorler etkilemektedir.*' Dentin gegirgenligi de bir maddenin dentin
igerisine veya dentinden pulpaya ge¢mesi olarak tarif edilmektedir. Dentin dokusu, bir
diflizyon ve adsorpsiyon bariyeri olarak gorev yaparak pulpa reaksiyonlarina neden
olabilen maddelerin, tiibiillerden gecen konsantrasyonlarini azaltmaktadir. "%
Baglayici rezin monomerlerinin dentin kanallar1 i¢ine penetrasyonu intratiibiiler

dentin gegirgenligidir. Intertiibiiler dentin gegirgenligi rezin monomerlerin demineralize
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intertlibiiler dentine penetrasyonunu ifade etmektedir. Dentinin kanalli yapida
olmasimin, zararli maddelerin pulpaya gecisini kolaylastirdig1 ifade edilmektedir.*®
Dentin gecirgenligini; tiibiillerin ¢ap1, genisligi ve uzunlugu, dentinal s1vinin yogunlugu
ve ic¢indeki bilesenlerin molekiil boyutlari, basing degisimi, yiizey alan1 gibi degisik
faktorler etkilemektedir. Dentin kanallarimin uzun olmasi, pulpaya ulasan toksik
maddelerin  konsantrasyonlarinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica dentin
kalinliginin azalmasinin gegirgenliginin artmasina yol a¢tigi belirtilmistir.*® *' Dentin
tiibiillerinin mm? deki sayisinin bolgelere gore farklilik gostermesi nedeniyle dentin
gecirgenligi de dentinin degisik bolgelerinde farklilik gostermektedir.*®

Kavite preparasyonu sirasinda doner aletler ve el aletleri ile uzaklastirilan
debrisin dentin yiizeyinde birikmesi ile olusan smear tabakasinin da dentin
gecirgenliginde onemli bir etken oldugu belirtilmistir. Smear tabakasi, preparasyon
strasinda aci8a ¢ikmis dentin kanallarini tikadigi Vurgulanmlstlr.48’ 49

Kesik dentin tiibiillerinin agizlarinda, dentin debrisinden olusan tikaglara smear
tikac1 ad1 verilmektedir. Smear tikaglar1 dentin tiibiilleri i¢inde yaklasik 40 um derinlige
kadar uzanabilmektedir. Smear tabakasi, koruyucu bir difiizyon bariyeri gibi

20,51 Diger taraftan

davranmakta ve dentinin gegirgenligini %86 oraninda azaltmaktadir.
bu tabakanin; bakteri gelisimi agisindan uygun bir ortam ve besiyeri gibi davranmasi ve

restoratif materyallerin dentine baglanmasini azaltmasi gibi nedenlerle bu tabakanin

kaldirilmasi dnerilmektedir.*®

2.2.3. Pulpa Hiicreleri

Pulpa; esas madde, hiicreler, lifler, kan damarlar1 ve sinir liflerinden olusan ve
kalsifiye olmayan 6zellesmis bir bag dokusudur. Pulpa distan ige dogru sirasiyla;
odontoblast tabakasi, hiicreden fakir tabaka (weil tabakasi) ve hiicreden zengin

tabakadan olugmakradir. Merkezde ise, kan damarlar1 ve sinirler yogun olarak



bulunmaktadir. Odontoblast tabakasini olusturan hiicrelerin uzantilar1 dentinin i¢indedir.
Hiicreden fakir tabakada yaygin olarak kapiller kan damarlar1 ve miyelinsiz sinir lifleri
bulunmaktadir. Hiicreden zengin tabakada ise, basta farklilagmamis mezenkimal
hiicreler ve fibroblastlar olmak {izere makrofajlar ve lenfositler yer almaktadir.
Hiicreden zengin tabakanin, zarar gérmiis odontoblast hiicrelerinin yerlerine yenilerinin
yapimindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Pulpa esas maddesi; glikoprotein, protein
ve mukopolisakkaridlerden olusmaktadir.”> > Pulpa-dentin kompleksinin en 6nemli
hiicrelerinden olan odontoblastlarin, dis gelisimi sirasinda primer dentin ve daha sonra
ise sekonder ve tersiyer dentin yapimindan sorumlu olduklar ifade edilmistir.
Odontoblastlarin morfolojik yapist disin ¢esitli kisimlarinda farklilik gdstermektedir.
Kuron yapisinda daha uzun ve silindirik yapida olan odontoblastlar, kdkiin u¢ kisminda
kisa ve kiibik bir form almaktadirlar.>*

Dis pulpasinda sayica en ¢ok, kollajen liflerin yapimindan sorumlu olan
fibroblastlar bulunmaktadir. Fibroblastlarin sayisi ve aktivitesi zamanla ve dis etkenlere
bagli olarak degismektedir. Yas, ¢iiriik, atrizyon, erozyon veya abrazyonla birlikte
fibroblastlarin sayisinda ve boyutlarinda bir azalma, lif iceriginde ise artiy meydana

gelmektedir.>

Pulpadaki hiicreden zengin tabakada bulunan bir diger hiicre tiirii
farklilasmamis mezenkim hiicreleridir. Bu mezenkim hiicreleri yaralanma ve
enflamatuar olay sirasinda makrofaj veya odontoklastlara ve odontoblastlarin harap
oldugu durumlarda tamir dentinini meydana getirecek olan odontoblast benzeri
hiicrelere doniigmektedirler. Pulpada bulunan, klinik 6neme sahip diger hiicreler ise
makrofajlardir. Makrofajlar normal pulpa dokusunda goriilmekte ve sayilari pulpa

yaralanmalarinda artmaktadir. Bununla birlikte, normal pulpa dokusunda nadiren

polimorf ¢ekirdekli lokositler de bulunabilmektedir. Pulpadaki iltihabi olaylar esnasinda
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pulpada ¢ok miktarda bulunan mast hiicrelerinin normal pulpa dokusunda tipik olarak

goriilen hiicreler olmadig1 belirtilmistir.>® >’

2.2.4. Dentin Pulpa Kompleksindeki Biiyiime Faktorleri

Bir takim sitokinlerin, g¢iiriikle iligkili pulpal yanittaki fonksiyonlar1 iyi
bilinirken, biiylime faktorlerinin (BF) dis gelisimi ve rejenerasyonu siirecindeki rolleri
de tespit edilmistir.”®*® BF’lerin; dis seklinin olusmasinda, farklilasmasinda ve dental
yaralanmalar sonrasinda meydana gelen doku rejenerasyonundaki birgok anahtar
sinyallerin olusmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir.®*

Dis gelisimi esnasinda epitelyal-mezensimal etkilesimlerin, digin ilk olusum
asamasinda baglayan ve mine ve dentin olusumundan sirasiyla sorumlu olan ameloblast
ve odontoblastlarin farklilasmalarindan sorumlu olduklart belirtilmistir. Bu karsilikli
etkilesimlerin, odontoblast ve ameloblast farklilasmalari gibi ge¢ donem olaylarini
oldugu gibi, dis gelisiminin erken morfogenetik olaylarint da belirledigi ifade
edilmistir. %

Dis gelisiminin ¢an safhasinda i¢ mine epiteli ve basal membran, dental
papillanin perifer hiicrelerini odontoblastlara doniismek {izere uyarmaktadirlar. Bu
uyarilarda bliylime faktorleri, 6zellikle de TGF-B (Transforming Growth Factor)
ailesinin bu farklilagsmada etkili molekiiller oldugu dﬁsﬁnﬁlmektedir.63’ 65,66

Daimi dislerde dentin kopriisii olusumunu saglamak iizere odontoblast benzeri
hiicrelerin olusmasi icin de benzer bir siire¢ gerekmektedir.”" Dentinde anahtar
BF’lerden birisi TGF-f ailesidir. Dis gelisimi sirasinda odontoblast farklilasmasinin
uyarilmasinda bu BF ailesinin etkileri ispatlanmistir. Bu nedenle, tamir esnasinda da

onemli uyaran molekiiller olabilecekleri ifade edilmigtir.®®
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Dentin matriksindeki BF’lerin orijinlerinin biiyiik olasilikla odontoblast
hiicreleri oldugu diistiniilmektedir. Sekresyondan sonra ekstraselliiler matriks veya
dentinin mineral komponentleri ile etkilesmektedirler.”” "

Odontoblastlardan, TGF’lerin ii¢ formu da salgilanmaktadir. Ayrica, BF’lerden
sadece TGF 1P dentin matriksinde bulunmaktadir. Sadece TGF 1’in dentin matriksinin
proteoglikanlariyla, decorin ve biglikanla etkilesebildigi diger izoformlarin ise daha az
etkilesebildikleri tahmin edilmektedir.*®

Dentin matriksinde bulunan BF’lerin fonksiyonel aktiviteleri oldukg¢a fazla
olabilir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi odontoblast benzeri hiicrelerin farklilagmasinin
yant sira bu molekiiller migrasyon ve hiicre proliferasyonunu da uyarabilmektedirler.
Dentin matriksinde kan damarlari ile iligkili BF’lerin varliginin tamir bolgelerinde yeni
kapillerlerin olusumu i¢in 6nemli olabilecegi tahmin edilmektedir. TGF-f’lar ise,
pulpadaki enflamatuar yaniti azaltabilmektedirler.®®

BF’lerin dentin matriksinden dokularin hasar1 veya klinik restoratif islemlerin
sonucu olarak salindigi ifade edilmistir. TGF-1 biiyiime faktord, kalsiyum hidroksit
pulpa kapaklamasini takiben dentin matriksinden salinan bir materyaldir ve dentin
kopriisii yapilmasinin baslamasina katki sagladigi disiiniilmektedir. Dental hasar
bolgelerinde reaksiyoner ve reperatif dentinogenez yapim siirecinde dentin kopriisii
olusumunu saglamak iizere tersiyer dentin matriksi sekresyonundan sorumlu oldugu
belirtilmistir. Bu siireclerdeki biyolojik olaylarin uyarilarin1 saglayan anahtar yapilar
olarak BF’ler diisiiniilmektedir.®*

Baz1 in vivo ve in vitro ¢alismalar, bazt BF’lerin 6zellikle de TGF-p ve kemik
morfojenik proteinlerin  (BMP) dentinojenik reperatif olaylarin uyarilmasindaki
potansiyel etkilerini gostermistir. Ekspoze olmamis pulpaya, TGF-1 ve BMP-7

molekiillerinin dogrudan veya dentin bariyerinden uygulanmasinin kiiltiir ortamindaki
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dis kesitlerinde bu molekiillerin reaksiyoner dentin yapimini uyarici 6zelliklerini ortaya
koymustur. Calismalarda, TGF, BMP ve Insiilin BF molekiillerinin odontoblast benzeri
hiicre farklilagmasini indiikledigi gt')sterilmistir.73'75

Dis germlerinden izole edilen dental papillada sadece TGEF’ler, doku
morfolojilerinin ve odontoblast farklilagmasini normale yakin olarak indiiklemistir.%> ®

Hiicre farklilagmasindan sonra reperatif dentin matriksi birikimi ve dentin
kopriisii olusmasi i¢in odontoblast benzeri hiicrelerin salgi aktivitelerinin uyarilmasi
veya diizenlenmesi gerekmektedir. Bu uyarilma siirecinin anahtar faktorlerin ise, BF’ler
TGF ve BMP olabilecegi tahmin edilmektedir.”®

BF’lerin odontoblastlarin hayat dongiisiiniin salgi aktivitesini otokrin kontrolii
ile diizenliyor olabilecegi belirtilmistir. Bu molekiiler kontrol mekanizmasinin

aydinlatilmasinin, tedavi edici amaglarla dentin salgisinin miktarinin ayarlanmasi

konusunda degerli veriler saglayabilecegi belirtilmistir.®*

2.3. Materyallerin Biyolojik Ozellikleri ve Biyouyumluluk

Dental materyallerin tatbik edildikleri canli dokularda lokal ve sistemik olarak
meydana getirdigi alerjik, mutajenik, toksik veya karsinojenik etki ve duyarlilik
(sensitivite) materyallerin biyolojik 6zelliklerini olusturmaktadir.”

Restoratif amaclarla kullanilan dental materyaller ¢esitli dokular ile (mine,
dentin/pulpa, periodonsiyum, yanak, dil, dudak) lokal olarak kars1 karsiya gelmekte ve
bu dokularda farkli reaksiyonlara neden olabilmektedirler. Canli dokularla temas
halinde bulunan herhangi bir malzemenin sistemik ve lokal toksik, alerjik, mutajenik ve
karsinojenik etki ve viicudun yumusak veya sert dokularinda doku reaksiyonu
olusturmamasina biyouyumluluk veya biyolojik uyum denilmektedir. Canli dokularin
icerisine kismen veya tamamen yerlestirildiginde bu dokularla etkilesim gdstermesi

beklenen cansiz materyallere ise biyomateryal adi verilmektedir. Bu nedenle, dental
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materyaller de bu kapsamda biyomateryallerdir; ancak, her biyomateryalin tamamen
inert olamayabilecegi belirtilmistir.”®

Biyouyumluluk ¢esitli etkenlere bagli olmakla birlikte; zamana ve sartlara baglh
olarak degisiklik gosterebilmektedir. Zamanla sartlarin degismesiyle ilk uygulandiginda
biyouyumlu olan bir materyal, uyumsuz hale gec;ebilmek‘[edir.77

Bir restorasyonun basarili olabilmesi i¢in gereken onemli 6zelliklerden birisi,
restorasyon Oncesi siirecin ve kullanilan materyallerin pulpanin canliligini tehlikeye
atmamasidir. Bu nedenle, restorasyonun pulpada olusturdugu irritasyon kritik dneme
sahiptir. Tedavi Oncesi restoratif islem prosediirlerinin pulpada olusturdugu
inflamasyonun derecesi kesin olarak bilinmemektedir. Asir1 bir irritasyon pulpanin
iltihabi durumunu geri doniisiimsiiz hale getirebilecegi i¢in bunu en aza indirmeye
caligilmasiin  gerekliligi ifade edilmistir.”® Bunun yam sira, restoratif materyalin
pulpaya etkisinin de dnemli oldugu bilinmektedir. Bir materyalin biyouyumlulugunu, bu
materyalden salinan bilesenlerin 6zellikleri belirlemektedir. Bu bilesenler hiicrelerde;
interlokin salgilanmasi, iltihabi cevap ve hiicre oliimii gibi ¢esitli cevaplara sebep
olabilmektedir.”

Restoratif materyallerin pulpaya olan etkisinin restorasyonun altindaki dentinin
gecirgenligi ile iliskili oldugu ifade edilmistir.*® " Restoratif materyaller, ani veya uzun
siirecte sitotoksik etki gostererek veya hipersensitivite reaksiyonlarini uyararak pulpaya
zarar verebilirler. Polimerize olabilen organik matriks, doldurucular, doldurucular ve
organik matriksi birlestiren silan baglanti ajanlari, polimerizasyon reaksiyonlarini
baglatan ve modifiye eden molekiiller ve doldurucular1 giiclendiren seramik
partikiillerden olusan kompozitler basta olmak iizere rezin igerikli restoratif

materyallerin bazi bilesenlerinin, polimerizasyon tamamlandiktan sonra da sitotoksik
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etki gosterdigi ve pulpada uzun siireli stimiilasyonla inflamatuar cevaba yol agabildigi
bildirilmistir. ®

Rezin materyallerin organik matriks kismi, bisfenol-glisidilmetakrilat (Bis-
GMA) ve iiretan dimetakrilat (UDMA) monomerleri ve bu monomerlerle birlikte
kullanilan daha az viskdz olan trietilenglikol dimetakrilat (TEGDMA), etilenglikol
dimetakrilat (EGDMA) veya dietilenglikol dimetakrilat (DEGDMA) gibi ko-

monomerlerden olusmatl<‘cald1r.81'83

Rezin  bazli  bir restoratif materyalin
biyouyumlulugunun saldig1 organik maddelerin miktar1 ve yapisiyla iligkili oldugu84 ve
zamanla, yetersiz polimerizasyon veya c¢oziinmelere bagli olarak rezin matriksten
salinan bu maddelerin sitotoksik sonuglar olusturabilecegi bildirilmistir.2* % HEMA ve
TEGDMA gibi monomerlerin, pulpal yap1 ve hiicreleri etkiledigi bildirilmistir.% 8’

Bir restoratif materyal gelistirilirken, kimyasal ve mekanik 6zelliklerin yaninda
biyouyumlulugu da g6z 6niinde bulundurulmaktadir.®

In vivo olarak kullanilmas: diisiiniilen materyallerin dokular iizerindeki toksik
etkilerinin ve olusabilecek istenmeyen doku cevaplarinin degerlendirilmesi amaciyla

in vitro biyouyumluluk testleri gelistirilmistir.2® %

2.3.1. Sitotoksisite

Molekiiler diizeyde meydana gelen bazi olaylar sonucunda hiicrelerde cesitli
makromolekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi ve buna baglh olarak hiicrenin yap1
ve fonksiyonlarinda belirgin hasarlar meydana gelmesi sitotoksisite olarak
tanimlanmaktadir.™ Herhangi bir materyalin klinik kullanima sunulmadan énce,
sitotoksisitesini belirlemek amaciyla {liretim asamasinda bazi testlerden ge¢mesi
gerektigi belirtilmistir.*® Sitotoksite testlerinde hiicre kiiltiirleri kullanilarak olas

toksikolojik reaksiyonlar in-vitro olarak degerlendirilmektedir
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2.3.1.1. Sitotoksisite testleri

v’ Hiicre canlilig1 ve oliimii,

v Hiicre membrani,

v’ Hiicre organelleri,

v' Protein veya DNA sentezi ve

v’ Hiicre béliinmesi ile ilgili detayli bilgiler vermektedir.™*

Hiicresel yikimin tetiklenmesi olduk¢a fazla sayida yol ile oldugundan
sitotoksitenin belirlenebilmesi ¢ok zordur.%

Test edilecek materyalin fiziksel 6zelligi ve hiicreler ile dogrudan veya dolayli
olarak temas etmesinin biiyilk Onem tasidigt vurgulanmistir. Arastirmacilar
sitotoksisite testlerinde farkli hiicre-materyal temas metodlar1 kullanmuslardir.** *> 9,94

Biyomateryallerin, uygulandiklart bolgedeki hiicreler {izerine meydana
getirebilecekleri etkiler asagida ifade edilmistir.'” *°
1. Hiicrelerin membran yapisinda olusturduklart bozukluklar (gecirgenligin

artmast)
2. Hiicrelerin kromozom yapisinda olusturduklar etkiler (mutajenite, sitotoksisite,
Ostrogenesite, norotoksisite)
3. Hiicrelerin metabolik faliyetlerinde meydana getirdikleri bozukluklardir.
Bu etkilerin incelenmesinde kullanilan test yontemleri iki grupta toplanmlstlr.%’ ¥
1. Statik inceleme yontemlerti;
e hiicre sayisinin tespiti
e hiicre 6limii
e hiicre tutunmasinin inhibisyonu

e Koloni olusumu

e hiicre canlilik oranlarinin belirlenmesi ile yapilir
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2. Dinamik inceleme yontemleri;
¢ H-Timidin ile otoradyografi yontemi
e Cr salinim yontemi
e H-Losin ile isaretleme yontemi
e sitometrik analiz yontemi

e MTT test yontemi

2.3.2. Dental Materyaller icin Biyolojik Uyum Testleri

Bagta restoratif materyaller olmak {iizere bircok materyal; disteki ve agiz
icindeki dokularla uzun siire temas etmektedir. Bu nedenle klinik kullanima gegmeden
once bu materyallerin veya zamanla ¢dziinerek veya kirllma veya asinma sonucu
mekanik olarak bu maddelerden ayrilabilecek olan bilesenlerinin bu dokular tizerindeki

potansiyel zararli etkilerinin degerlendirilmesi gerektigi belirtilmigtir."" > %

Biyouyumluluk ii¢ tip biyolojik test ile 6l¢iilebilmektedir.** * 778
1. Baglangig testleri
2. Tkincil testler

3. Kullanim testleri

2.3.2.1. Baslangig Testleri

Baglangic testlerinin ¢ogu ilaclar1 degerlendirmek igin kullanilan testlerden
secilmistir. Dental materyallerin test edilmesinde en ¢ok hiicre kiiltiirii test yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler sitotoksisite, hemoliz, sistemik toksisite ve

karsinojeniteyi belirlemede kullanilmaktadir.** *®°

2.3.2.2. 1In vitro Sitotoksisite Test Yontemleri
In vitro sitotoksisite testleri, materyalin viicut dokular1 iizerine veya igine

uygulandiginda, dokunun gosterdigi reaksiyonlarin, laboratuvar ortaminda ortaya
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cikarilarak belirlenmesini hedeflemistir ve yeni bir materyalin, negatif ve pozitif kontrol
gruplar1 kullanilarak; hiicre seviyesinde biiylime oranlar1 ve hiicre morfolojisi iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla gelistirilmistir.*™

Organizmanin diginda yapilan in vitro testler; test tiipleri, hiicre kiiltiir kaplari,
flask veya diger tasiyict kaplarda yapilabilmektedir. Memeli hiicreleri, organeller,
dokular, bakteri ve bazi1 enzim tiirleri biyolojik sistem olarak kullanilabilmektedir. Test
edilmesi diisiiniilen materyal veya etkisi arastirilacak olan bilesen biyolojik sistemle
dogrudan veya dolayli olarak temas edecek sekilde test kabina yerlestirilmektedir.
Dogrudan temasta biyolojik sistem, materyal veya bileseni ile dogrudan temas halinde
iken dolayl temasta biyolojik sistem ile materyal veya bilesen arasindaki etkilesim;
agar, filtre membranlar veya dentin bariyeri gibi bir sistem ile perdelendikten sonra
olmaktadir*> 7"+ 102103

In vitro biyouyumluluk testlerinin amaci; viicut dokulari iizerine veya igine
yerlestirildiklerinde, malzemelere kars1 olusabilecek biyolojik reaksiyonu test ortaminda
belirlemek ve bu konuda 6n bilgi saglamaktir. Hayvan testlerinin, gerceklestirilmesi cok
zaman alic1 ve masrafli oldugu belirtilmistir.*9% 1*

Yapilan deneysel caligmalar, in vitro test sisteminin materyal se¢imi igin faydali
oldugunu g(isterrnistir.16 Sitotoksisite testleri materyallerin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. ISO standartlarina goére kullanilmasi
Onerilen in vitro sitotoksisite testleri; agar difiizyon testi, filtre difiizyon testi, direkt

kontak testi ve dentin bariyer testidir.” *®

Agar Difiizyon Testi
Bu test yonteminde, hiicre kiiltiirii ortaminda iiretilen hiicrelerin bulundugu
ortam agar ile kaplanmakta ve etkisi incelenecek olan materyal, agarin {izerine

yerlestirilmektedir. Agardan diffiize olan materyalin sitotoksik etkisi, ortama verilen
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noétral kirmizi boyanin, hiicre membranindaki gegirgenligine bagl olarak, lizozomlarda
birikmesine gore hiicre aktivitesi degerlendirilerek tespit edilmektedir. Bu test
yonteminin, agardan gecemeyen materyaller veya komponentleri i¢in uygun olmadigi
belirtilmistir. Testte, fibroblast veya epitelyal hiicre dizisi kullanilmasi gerektigi
vurgulanmistir. Test en az dort kez tekrarlanmaktadir. Hiicrelerdeki boyanma ve liziz

degerlendirilerek materyallerin sitotoksisiteleri degerlendirilmektedir.'%> 1

Milipore Filtre Testi

Milipore filtre difiizyon testi metodunda, selilloz asetat filtreden diffiize olan
materyallerin veya bileseninin sitotoksisitesi; siiksinat dehidrogenaz veya spesifik
olmayan hidrolaz boyanmasina gore fibroblast veya epitel hiicrelerinde meydana

getirdigi boyanma alani veya boyanma yogunluguna gére belirlenmektedir.'%

Dogrudan Temas veya Oziit ile Hiicre Kiiltiir Testleri

Bu yontemde test edilen materyal ile hiicreler dogrudan temas halinde olup
orneklerin sekline ve hidrofobik o6zelliklerine bagli olarak hatali sonuglar elde
edilebilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, diger testlerle kombine olarak kullanilmasi
tavsiye edilmektedir. Bu testlerin kolay uygulanan ve ucuz testler oldugu ifade

edilmistir.”® 1®

Dentin Bariyer Testi

1974 yilinda split-chamber adin1 verdikleri ve i¢ ige gegen iki rezervuar, silikon
bir halka ve plastik bir yikayicidan olusan sistemi gelistiren Outhwaite ve ark.%’
dentinin gecirgenlik ozelliginden materyallerin biyouyumluluklarinin
9

degerlendirilmesinde faydalanma fikrini ilk kez ortaya atmislardir. Tyas108 ve Hume™

de cihazin farkli modifikasyonlari ile ¢aligmalar yapmuslardr.
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Sekil 2.1. Split Chamber Cihaz1 A) Ust rezervuar (odanin iist kismi) B) Plastik halka
C) Dentinin yerlestigi kisim D) Alt kismi

Schmalz ve ark.™® ™! cihazin yapiminda kullanilan malzemelerde ve cihazin
boyutlarinda bir takim standartlar ortaya koymak igin ¢esitli modifikasyonlar yapmis ve
sitotoksisite ¢calismalarinda kullanmislardir. 110,111

Dentin bariyer testinde, 6zel deney diizeneklerinde test materyali ile hiicreler
arasina bir bariyer olarak sigir dentini yerlestirilmektedir.'” ***

Dentin bariyer testlerinin; modeller arasindaki ¢esitliligi, dentin diskinin pulpal
yiizeyinde diffiize olan materyalin hacminin azalmasi ve pulpadaki ¢ok sayida farkli
hiicrenin ¢esitli biyolojik cevaplar iiretmesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir % 12
Dentin diski boliimlii odaya bir paslanmaz ¢elik bir tutucu ile yerlestirilmekte ve bu
oda dentin diski ile iki boliime ayrilmaktadir. Dentin diskinin bir tarafinda hiicreler
tiretilmekte ve bu kisim pulpa tarafi (alt oda) olarak tanimlanmaktadir. Uygulanacak

olan test materyali silikon bir tiip i¢inde dentin diskinin diger kismina uygulanmaktadir.

Materyalin uygulandigi bu kisim ise kavite boliimii olarak tanimlanmaktadir.***
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In Vitro Sitotoksisite Testlerinin Avantajlar

In vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar1 su sekilde siralanabilir; 6 17+ 98 99. 113

1. Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasinda spesifik bir
fonksiyonun degerlendirilmesi,

2. Cok sayida 6rnegin kisa zamanda ve ekonomik olarak degerlendirilebilmesi,

3. Kantitatif ve karsilastirilabilir sonuglara ulasilabilmesi,

4. Test yontemlerinin standardize edilebilmesi,

5. Kullanim testlerine oranla toksik maddenin daha hassas degerlendirilebilmesi,

6. Hassasiyetlerinden dolay1, toksik materyalin hayvan deneylerine gegmeden

elimine edilmesine imkan tanimalari,

7. Hayvan ve kullanim testlerine gére daha genis kullanim alanina sahip olmalaridir.

In Vitro Sitotoksisite Testlerinin Dezavantajlari

In vitro testlerin dezavantajlar sunlardar; 1" 77 98 113115

1. Her test i¢in tek tip hiicre kullanilmasi,

2. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

3. In vitro ortaminda kullanilan sistemlerde, organizmalardaki immiin sistem,
inflematuar sistem ve dolasim sistemi gibi karmagik mekanizmalarin
bulunmamasi.

In vitro sistemlerin ¢ogunda tek tiir hiicre kullanilmasi, in vitro test sonuglari ile

in vivo kosullarin uyumlulugunu tartismali hale getirmektedir.**®

2.3.2.3. Ikincil Testler
Test; ilgili materyalin, fare, rat, koyun, kedi, kpek ve domuz gibi bazi deney

hayvanlarina implante edilmesi ile yap11maktad1r.77’ 114

Boylelikle, test edilen materyal
ile biyolojik ¢evre arasinda meydana gelebilecek etkilesimlerin gdzlemlenmesi

hedeflenmektedir. Test materyali klinik kullanima benzer bir sekilde deney hayvanina
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implante edilmektedir. Kisa (742 giin) veya uzun (70 £5 giin) takip stireleri sonundaki
biyolojik cevaplar kaydedilmektedir. Elde edilen verilerin in vitro testlere oranla daha
kapsamli ve ¢ok yonlii oldugu belirtilmistir. Bu testlerde degiskenlerin kontroliiniin
daha zor oldugu ifade edilmistir. Etik ilkeler ve hayvan haklar1 gibi etkenler nedeniyle
testlerin uygulanmasi giderek azaltilmistir. Ayrica, bu testler zaman alici, pahali ve
hayvan tiirleri insanlardaki cevabi ayni sekilde Vermeyebilmektedir.ll’ 177 Bu testler
arasinda kemik i¢i veya deri alti implantasyon testleri, oral mitkoz membran iritasyon

testleri ve alerji testleri bulunmaktadir.%® 1%

2.3.2.4. Kullanim Testleri

Kullanim testleri ile materyalin klinik uygulamalarinin sonucunda ortaya
cikabilecek durumu tanimlamak hedeflenmistir. ikincil testler igerisinde yer alan kemik
ici implantasyon testleri de bu gruba dahil edilebilmektedir. Kullanim testlerinin
¢ogunlugu operatif dis hekimligi ile ilgilidir.%® *%°

Kullanim testleri, hem hayvanlar hem de insanlar iizerinde yapilabilmektedir.
Insanlar iizerinde yapildiginda “klinik deneme” adin1 almaktadirlar. Klinik uygulamaya
gecebilecek  seviyeye — gelmemis olan  materyaller  kullaniom  testlerinde
degerlendirilememektedir. Kullanim testlerinin altin standardini klinik denemeler
belirlemektedir.  Materyalin ~ kullannrma  hazir  hali  goniilli ~ bir  insana

yerlestirilmektedir.™" 7

Kullanim testlerinin baz1 dezavantajlar1 oldugu belirtilmistir.
Bunlar; bu testlerin olduk¢a karmasik olmast ve deneylerin kontroliinde ve elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde yasanan giigliikler olarak ortaya koyulmustur. Diger
biyouyumluluk testlerinden daha pahalidirlar. Materyalin uzun doénem etkilerinin

sonuglarini almak aylar veya yillar siirebilmektedir. Insanlar iizerinde klinik

denemelerin yapilabilmesi i¢in, resmi kurumlarin onay1 ve hasta aydinlanmis onami
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gerckmektedir. Bu denemelerin yapilabilmesi i¢in in vitro testlerde ve hayvan

deneylerinde gerekli olmayan bircok yasal sorumluluk Snemlidir.”’

2.4. Hiicre Kiiltiirii
Hiicrelerin, dnce mekanik yollarla dokudan; daha sonra ise, proteolitik enzimler
uygulanarak birbirlerinden ayrilarak kiiltiir ortaminda herhangi bir doku baglantisi

116 -
Hiicre

olmaksizin in vitro olarak g¢ogaltilmasma hiicre kiiltlirii ad1 verilmektedir.
kiiltiirti yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda
yasama ve iremelerini saglamaktir.”” Kiiltiir ortamindaki hiicreler, viicut 1sisimnda ve
viicudun fizyolojik 6zelliklerini taklit eden, plazma ve serum aminoasit ve mineralleri,

seker ve tuzlari, vitamin ve antibiyotikleri ve hayvan embriyo ekstratlarini iceren besi

yerlerinde iiretilmektedirler."*’

Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanilmasinin Avantajlarl97
1. Fizikokimyasal ortamin (pH, 1s1, osmotik basing, O, ve kismi CO; basinci) ve

fizyolojik sartlarin (medyum igerisindeki bilesiklerin) kontrol altinda tutulmasi
2. Bir veya iki pasajdan sonra kiiltiir edilmis hiicrelerde homojenlik saglanmasi.

3. Sitotoksik reaksiyonu saptayan kimyasallarin az miktarda kullanilmasini ve

hiicreler ile direkt temas ederek uygulanmasina olanak saglar,
4. Diislik maliyetli olmasi,
5. Tekrarlanabilir olmasi,

6. Sitotoksiteyi etkileyen cesitli etkenlerin degerlendirmesine olanak saglamasi,
deneylerin tekrarlarinin daha ucuz ve legal olmasi ile hayvan deneylerinde

oldugu gibi etik kurul kararinin gerekmemesi,
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In vivo kosullar1 in vitro olarak taklit edilmesine olanak saglamas1 (perfiizyon

cihazlar).

Dezavantajlar:
In vivo kosullarda uygulanan materyallerin hiicreler farkli hiicrelerle etkilesim
icinde olmasina karsin in vitro kosullarda tek tip hiicre kullanilarak test

yapilmasi,

Steril kosullarin saglanma zorlugu, bakteriyel ve kimyasal kontaminasyondan

korunmak i¢in dikkatli ¢alisma gerektirmesi,

3. Cok sayida hiicre iiretmenin zaman almast,
4. Kiiltirlerin  hazirlanmas1  ve  mikroskobik  incelemenin  uzmanlik
gerektirmektedir.
2.4.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlari
Hiicre kiiltlirlerinin  glinlimiizdeki yaygin kullanim alanlart su sekilde
ozetlenmistir:® 1
1. Viral ag1 Uiretimi ve viral teshis amagl
2. Monoklonal antikorlar ile antikor tiretimi
3. Interferon iiretimi
4. Enzim iiretimi
5. Insekt as1 iiretimi
6. Interldkin iiretimi
7. Hormon iiretimi (Insiilin)
8. Biiylime faktorlerinin liretimi
Hiicre kiiltiirlerinin yeni kullanim alanlari ise sOyle siralanabilir:
1. Somatik gen tedavisi
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2. Timor asilar
3. Canl hiicrelerin greft amagli kullanilmasi
a. Eritrositlerin organizma disinda transfiizyon amaciyla kullanilmasi
b. Kanser tedavisinde kemik iliginin kullanilmasi
c. Parkinson hastaliginin tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmasi
d. Organizma disinda hiicre modifikasyonu
4. Kompleks ii¢ boyutlu dokular
a. Yapay deri
b. Yapay kikirdak
€. Yapay karaciger

d. Yapay pankreas

2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri
Farkli dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri i¢ grupta toplanmugtir.**
1. Primer hiicre kiiltiirleri,

2. Diploid hiicre kiiltiirleri

3. Devamli hiicre kultirleri

2.4.2.1. Primer Hiicre Kiiltiirleri

Orijinal dokudan yeni izole edilen kiiltiirler, ilk pasajlamaya kadar primer kiiltiir
olarak belirtilmektedir. Orijin olan dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin
genotipi ve fenotipinin, orijinal doku hiicresi ile ayni oldugu ifade edilmistir.'*® 12
Primer hiicre kiiltiirlerinin ilk pasajdan sonra bir kiiltlir ortamindan digerine taginmasi
islemine ‘alt kiiltir’ adi1 verilmektedir. Primer kiiltiirlerin, toksik maddeye karsi daha
hassas olduklar1 belirtilmistir. Kiiltiir sartlarinda orijinalliklerini kaybettikleri ve

homojen olmadiklar1 vurgulanmistir. Bu ozellikleri en 6nemli dezavantajlar1 olarak

kabul edilmektedir. "> 1%
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Odontoblast ve pulpal fibroblast hiicrelerinin primer kiiltiirlerinin, sitotoksisite
testlerinde daha iyi sonuglar verecegi distiniilmektedir. Ancak, bu hiicreler dis
dokusundan izole edilir edilmez kiiltiire edilmeye hazir olmamaktadir. Devamli hiicre
hatlarina dontstiiriilmek i¢in pasajlandiklarinda ise, dokudan bagimsiz gelisen mitotik

aktiviteleri nedeniyle orijinal hiicre fenotipinden farkli bir yap1 olusmaktadir.** 1" %

2.4.2.2. Diploid Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirden sonraki asama, pasajlama ile alt kiiltiir elde edilmesidir. ilk
pasajdan sonra, devam eden kiiltiirlere cell line adi verilmistir. Her alt kiiltiir elde
edilmesi sirasinda pasajlama yapilmaktadir. Pasajlama sonrasinda hiicre yogunlugu
artmaktadir. Bu yogunluk artinca ortam pH’ si diismekte, besin maddeleri azalmakta ve
artik tiriin miktar1 artmaktadir. Bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak i¢in hiicreler daha
biiyiik bir hacime aliarak yogunluklar1 azaltilmaktadir'?? 12,

Diploid hiicre kiiltiirleri primer kiiltiirlerin subkiiltiirlerinin yapilmasindan elde
edilen hiicre kiiltiirleri olarak ifade edilmistir. Bu kiiltiirlerdeki biitiin hiicrelerin,
alindiklar1 dokunun karyotipinin en az %75’in1 korumasi gerektigi belirtilmistir. Primer
kiiltiirlere gore daha homojen, standardize edilebilir ve tekrarlanabilir olmalar1 yoniiyle

daha avantajli olacaklari vurgulanmustir.*** 18

2.4.2.3. Devamh Hiicre Kiiltiirleri

Alt kiiltiirleri sonsuz yapilabilen ve karyotipleri, alindiklar1 dokulardan farkli
olarak gelistirilmis kiiltiirler olarak belirtilmistir. Herhangi bir kiiltiiriin, devamli hiicre
kiiltiiri olabilmesi i¢in en az 70 defa alt kiiltiiriiniin yapilmas: gerekmektedir. Devamli
hiicre hatlar1 siiresiz ¢ogalabilme 06zelligine sahip transformasyona ugramis primer
hiicreler oldugu ortaya koyulmustur. Devamli hiicrelerin meydana gelen bu
transformasyondan dolay, in vivo &zelliklerinin tiimiinii koruyamadiklart belirtilmistir.
Devamli hiicre hatlarinin ¢ogaltilabilmesinin kolay oldugu ifade edilmistir. Fare
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fibroblastlarmin ( L-929, 3T3) veya insan epitelyal hiicrelerinin (HeLa) c¢alismalarda
siklikla kullanilan devamli hiicre hatlari olduklar belirtilmistir.”® 1**

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicre kiiltiirlerinin devamli hiicre
kiiltiirlerine oranla daha etkili olduklari bilinmektedir.'* ™ Primer ve devamli hiicre
kiltiirlerinin sitotoksik maddelere verdikleri metabolik cevaplar farkli olabilmektedir.
Devamli hiicre kiiltiirleri, genetik ve metabolik olarak daha stabil olarak belirtilmistir.
Bu nedenle, devamli hiicre kiiltiirleriyle yapilan test sonuglarinin standardizasyonunun
daha kolay olacagi ifade edilmistir.'*> 1
Dental materyallerin toksisitelerinin degerlendirilmesinde primer, sekonder ve

devamli hiicre kiiltiirleri kullamlmaktadir.®® 12128

2.5. Sitotoksisite Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Hiicre canliligi ve biiyilimesiyle ilgili yontemlerde ¢ok gozli platelerin
kullanilmaya baglanmas1 neticesinde bir¢cok Ornegin; kisa siirede, ayn1 anda ve ayni
sartlar altinda giivenilir bir gsekilde degerlendirilebilmesine imkan saglandigi
belirtilmistir. Kolorimetri ve fluoresan esasina dayanan; ELISA veya mikrotiterplate
okuyucu sistemler sayesinde drneklerin ¢ok gozlii hiicre kiiltiir kaplarindan dogrudan
okunmasina izin verdigi ifade edilmigtir.?% 1%

Hiicresel fonksiyonlarda, kullanilan materyallerin neden oldugu bazi
degisimlerin degerlendirildigi hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin toksisite tespit asamasinda
hiicre tiplerinde ortak olarak degerlendirilen fonksiyonlar ve degerlendirme yontemleri

Tablo 2.2°de gosterilmistir, 1% 16 9% 106, 130-132
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Tablo 2.2. Hiicre kiiltiirleri ile degerlendirilen hiicresel fonksiyonlar ve test yontemleri

Fonksiyon Test

Enzim aktivitesi MTT testi
Alamar mavisi

Hiicre canlilig1 Notral kirmizi testi
Propidium iodide boyamasi

Hiicre biiyiimesi Hiicre sayimu, kristal violet veya amidoblack boyamasi
Total protein degerlendirmesi
DNA degerlendirmesi

H-TDR uptake

Hiicrelerde toksisite; mitokondrilerin, lizozomal fonksiyonlarin veya hiicre zar1
fonksiyonlarmin etkilenmesiyle meydana gelmektedir. Bu sekilde olusan sitotoksisite
sonuclart sirasiyla; MTT testi, Notral kirmizi testi ve Agar difiizyon testi ile
degerlendirilmektedir 133

MTT testi, kolorimetrik MTT testi dental materyallerin sitotoksite
degerlendirmelerinde ¢ok sik kullanilir. Bu test MTT yi mavi, ¢éziinmeyen formazan
bilesigine doniistiirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lgmektedir. Uygulanan
materyalin sitotoksik etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi
durumlarda mavi renkli formazan olugsmamakta, formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Formazan olusumu ise,
spekrofotometre ile optik yogunlugun Olgiilmesi veya test Orneginin gevresindeki
formazan 15181n elektron mikroskobuyla belirlenmesi yontemleriyle saptanmaktadlr.97’ 134
MTT testinde, canli hiicreleri belirlemek icin tetrazolyum tuzu olan MTT

boyasinin indirgenme 6zelliginden yararlanilir. Olii hiicrelerin bu boyay: indirgeme

Ozelligini yitirmesi optik yogunluk 6l¢timlerinde yardimci olan faktordiir. Saglam kalan
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hiicrelerdeki mitokondri, MTT boyasmin tetrazolyum halkasin1 pargalayabilir.
Tetrazolyum halkasinin par¢alanmasi sonucu, soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu, mavi-
mor formazan fiiriiniine doniismektedir. Sonugta canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, Olii veya mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyatnmamatktadlr.57

Vital bir boya olan Notral kirmizi, canli hiicre igerisinde birikmekte ve
membranin hasar gordiigli durumlarda hiicre disina ¢ikmaktadir. Boylelikle membran
gecirgenligi ve degisiklikleri Notral kirmizi boyasiyla belirlenebilmektedir. Boyama
isleminden sonra hiicre siispansiyonu hemositometre adi verilen boliimlenmis cam
lizerine yerlestirilir ve optik mikroskop altinda hemositometredeki canli hiicrelerin
yiizde orani tespit edilmektedir.*® 13
Sitotoksisite degerlendirmesinde kullanilan bazi boyalar ve degerlendirme

kriterleri Tablo 2.3’te 6zetlenmigtir,”** 13- 138
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Tablo 2.3. Sitotoksisite degerlendirmesinde kullanilan bazi boyalar ve kriterler

Degerlendirme Olciim kriteri Toksisite tipi degerlendirmesi
Aktif endositoz, canli lizozomdaki Hiicre sayist ve canlilig
Notral Red . o
emilen boyayi dlger degerlendirilir
MTT Mitokondrial dehidrogenaz Hiicre sayisi ve canliligi
aktivitesini 6lger degerlendirilir
Mitokondrial dehidrogenaz
L Hiicre say1st ve canliligini
XTT aktivitesini Olgerek canlilig

o degerlendirilir
degerlendirir

o ~ Hiicrelerin emdigi boya

) ~ Boya emilimini 6l¢erek hiicredeki
Kenasid mavisi . ) miktarindaki degisime gore
total proteini tespit eder o
toplam hiicre sayis1 degerlendirilir

] Hiicre-zar asit fosfataz _
Asit fosfataz Direkt hiicre hasari 6l¢iiliir

aktivitesiyle hiicre kitlesini 6lger

LDH Hiicre zar1 gecirgenligini 6lcer Hiicre plazma zar1 hasari dl¢iiliir

2.5.1. Oksidatif Stres

Aerobik organizmalarin oksijen kullanimindan sonra yaklasik %1-2 oraninda
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir. ROM’un; mitokondriyal
elektron transportu, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve ¢oziinme reaksiyonlarinda
olustugu bildirilmistir.”® Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymas:
sonucunda viicudun; antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikal {iretimi arasindaki dengesizlik olarak ifade
edilmekte olan oksidatif stresin gelismekte oldugu ve biyomolekiillere cesitli
mekanizmalar yoluyla hasar verdigi belirtilmistir.”> % Oksidatif stres, son yillarda

toksisitenin olas1 bir mekanizmasi olarak kabul edilmektedir.®
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2.5.1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin, ateroskleroz, ndrodejeneratif hastaliklar, kanser, alerji,
diabet, katarak gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynadig: bildirilmistir. Serbest
radikallerde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunmaktadir. Bu nedenle diger
molekiillerle hizla reaksiyona girebilmekte ve bu molekiillerin de reaktif hale
gelmelerine neden olmaktadirlar. Bu siire¢ araya bir antioksidan sistem girene kadar,
zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir,*% 140

Serbest radikallerin olusmasi, savunma mekanizmalarinin cevap veremeyecegi
seviyelerde oldugu zaman olusan serbest radikaller organizmada farkli hasarlara yol
acabilmektedirler. Bu radikaller en fazla lipidler olmak {izere, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler ve enzimler gibi biyomolekiillerin hemen hepsini
etkilemektedirler. Bu etkilesimler sonucunda meydana gelebilecek olan mutasyonlar
neticesinde, oksidatif DNA hasar1 kanser etkeni de olabilmektedir. Kanser kabaca,
baslama, ilerleme ve tiimdr doniisiimii (progresyon) olmak iizere ii¢ sathadan olusan
kompleks bir siire¢ olarak ifade edilmektedir. Bu siirecte, DNA mutasyonlari, proto-

onkojen aktivasyonlar1 ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonlarinin yani sira,

oksidatif mekanizmalarm da her asamada etkin rol oynadig1 belirtilmistir.***

2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusumunu engellemek ve bunlarin meydana getirdigi
hasarlar1 sinirlandirmak i¢in biyolojik sistemlerde ¢esitli antioksidan savunma sistemleri
gelistigi bildirilmistir.*** Antioksidanlar, canli hiicrelerdeki protein, lipid, karbonhidrat
ve DNA gibi okside olabilecek biyomolekiillerin oksidasyonunu o6nleyebilen veya
geciktirebilen maddeler olarak tanimlanmakta, bu maddelerin islevine ise antioksidan

. . 14
savunma adi verilmektedir.}*
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Antioksidan savunmanin degisik sekillerde olabildigi belirtilmistir. Mevcut
serbest radikalleri tutma veya ¢ok daha zayif olan yeni bir molekiile ¢cevirme islemine
“toplayic1 etki”; serbest radikallere bir H* aktararak etkilerini azaltma veya
etkisizlestirme islemine ‘“baskilayici etki”; serbest radikalleri kendilerine baglamak
suretiyle, serbest radikallerin diger molekiillerle etkileserek onlar1 reaktif hale
getirdikleri reaksiyonlar1 kesen etkiye “zincir kirici etki”; tamir islemine de “onarici
etki” denilmektedir.®** *> Antioksidanlar endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli olanlar

seklinde iki grupta toplanmaktad1r.144'150

2.5.2.1. Total Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Viicutta metabolik ve fizyolojik siireclerde olusan ROM’yi uzaklagtirmak igin
enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarla viicut i¢in zararl
olabilecek birtakim oksidatif reaksiyonlar meydana gelmektedir. Noropsikiyatrik
bozukluklar1 da igeren yaklasik yiizden fazla bozuklukta oksidanlarin uzaklastirilmasi
ve antioksidanlarin  azalmasmm  engellendigi  bildirilmistir."**  Antioksidan
molekiillerinin zararl olan bu oksidatif reaksiyonlar1 engellendigi bildirilmistir.*>*

Farkli antioksidanlarin plazma konsantrasyonlar1 ayri1 ayri1 odlctilebilmektedir;
ancak, bu olglimleri yapabilmek igin kullanilacak olan tekniklerin; karmasik, pahali,
zaman alic1 ve laboratuvar agamalarinin ¢ok yogun olmasi gibi dezavantajlart nedeniyle
orneklerin antioksidan kapasiteleri toplam olarak dl¢iilmektedir. Bu kapasiteye ise; total
antioksidan kapasitesi (TAK), total antioksidan aktivitesi (TAA), total antioksidan
status (TAS) Ve total antioksidan yanit1 gibi isimler verilmektedir.'** *3
TAK in vitro veya in vivo sartlarda oksidatif stresin bir indikatorii olarak

kullanilmakta olup oksidanlarin kan veya diger dokular {izerine olan direncini ortaya

koymaktadlr.154 Son zamanlarda, in vitro sartlarda yapilan bazi arastirmalarda oksidatif
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strese karsi antioksidan sistemlerin olusturdugu toplam cevabi belirlemek i¢in ¢esitli

TAK tespit yontemlerinin kullamldig belirtilmistir. '

2.5.2.2. Total Oksidan Durumu (TOD)

Farkli oksidanlarin plazma konsantrasyonlari ayr1 ayri dlgiilebilmektedir; ancak,
bu Olclimleri yapabilmek i¢in kullanilacak olan tekniklerin; karmasik, pahali, zaman
alict ve laboratuar asamalarinin ¢ok yogun olmasi gibi dezavantajlari nedeniyle
orneklerin oksidan kapasiteleri toplam olarak ol¢iilmektedir. Bu kapasiteye ise; total
oksidan durumu (TOD), total oksidan status (TOS), total peroksit (TP), serum
oksidasyon aktivitesi (SOA) ve reaktif oksijen metabolitleri gibi isimler

verilmektedir, 144 158-163

TOD degerlendirme yonteminin tam otomatik kolorimetrik bir yontem oldugu
belirtilmistir. Incelenen numunede bulunan oksidanlar, ferroz iyon-o-dianisidin yapisini
ferrik iyona oksitlemekte ve ortamda gliserol bulunmasi bu reaksiyonu
hizlandirmaktadir. Asidik ortamda ferrik iyonlar xylenol orange ile renkli bir kompleks
meydana  getirmektedirler. ~ Numunede  bulunan  oksidanlarin  miktarinin
spektrofotometrik olarak olgiilebilen rengin yogunlugu ile dogrudan iligkili oldugu ifade

edilmistir.*>***

Rezin restoratif materyallerden salinan monomerler veya iyonize radyasyon,
ultraviyole 1sinlar veya birtakim kimyasallar gibi diger uyaranlarin, hiicrelerde redoks
diizenleme kapasitesinin tizerinde ROM olusturmasinin oksidatif stresi indiikledigi
bildirilmistir.****% Hiicrede redoks hemostazinin bozulmasinin, kismen veya tamamen

hiicre i¢i antioksidan sisteminin azalmasina bagli oldugu bildirilmistir.'®" 1%
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatérliigii (BAP) tarafindan (2011/34) desteklenmis ve Atatiirk Universitesi
Saglik Bilimleri Etik Kurul Baskanligi’nin (30.06.2011 tarih ve 2011.3.1/1 sayil1) izni
ile Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Tibbi

Farmakoloji Anabilim Dal1 laboratuarlarinda yiiriitiilmiistiir.

Calismada c¢ocuklarin dis tedavilerinde yaygin olarak kullanilan 7 farkli, rezin
icerikli materyalin hiicre kiiltiirii lizerine zamana bagl sitotoksik etkileri aragtirildi
(Tablo 3.1). Bu amag igin in vitro sitotoksisite testlerinden direkt temas test yontemi ve
hiicre canliligint belirleyen MTT testi kullanildi. Kullanilan materyaller ve igerikleri

Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3. 1. Calismada kullanilan materyaller, i¢erikleri ve tiretici firmalar

Materyal Firma Icerik
) Bis-GMA, TEGDMA, BHT(Butil Hidroxi Toluen),

Admira VOCO
Diiiretandimetakrilat

S Bis-GMA, Hydrophobic aromatic dimethacrylate

earfi
) Kuraray Hydrophobic aliphatic methacrylate, Silanated barium
Majesty . . o
) Europe glass filler Pre-polymerized organic filler dl-

Esthetic ) . )
Camphorquinone, Initiators, Accelerators, Pigment
Silorane (3,4 epoxycyclohexylethylcyclo-

. SMESPE, St ( _ P yy- e
Filtek paul. Mi polymethylsiloxane, bis-3,4-epoxycyclohexylethyl-
aul, Minn,

Silorane USA phenylmethylsilane), Silicon dioxide, ytterbium
trifluoride (76%)

Fuji 11 GC Powder: luoroaluminosilicate glass, polyacrylic acid

LC Corporation Liquid: water, polyacrylic acid, HEMA

Glasiosite VOCO Bis-GMA, TEGDMA, BHT, Diiiretandimetakrilat

Grandio VEe (poly)methylene dimethacrylate (HEDMA), Bis-GMA,

Flow TEGDMA, BHT

Twinky ]

S VOCO Bis-GMA, TEGDMA, BHT, Diiiretandimetakrilat

tar

3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan biitiin materyaller goriilebilir mavi 1sikla sertlesebilen
materyallerden olugsmaktadir. Polimerize edilmemis test materyalleri, 6zel olarak
hazirlanmis olan teflon bir kalip (8 mm capinda ve 2 mm kalinli§inda) igerisine
yerlestirilmis ve oksijen inhibisyonunu engelleyecek sekilde her iki ylizeyden de seffaf
bantlarla ve diizgiin yiizeyli camlarla baskilanmustir. Uretici firmalarin nerilerine gore
450 nm dalga boyunda goriilebilir mavi LED 1sik ile (Elipar™ S10 FreeLight 2 LED
Curing Light, 3M ESPE), tek bir 151k kaynagiyla tek ylizeyden ve 2 mm mesafeden 40 S

polimerize edilmistir. Orneklerin yiizey alanmin soliisyon hacmine orani, ISO
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standartlarinin 6nerdigi 0.5-6.0 cm*/ml aralifina uygun bir bi¢cimde yaklasik 3.17
cm?/ml olarak ayarlanmisgtir. Isik kaynaginin 1sin yogunlugu 1200 mW/cm?, 191k ucunun
baslangi¢ ¢ap1 10 mm ve son ¢apt 8 mm’dir. Hazirlanan materyaller 48 gozlii platelere
yerlestirilmeden once; otoklavda, 121°C’de, 1 atmosfer basingta ve 15 dakika basingh
buhar ile sterilize edilmistir.

3. 2. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismada, rutin genetik kontroller igin Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi
Genetik Anabilim Dali’na bagvuran bireylerden, ebeveyn oluruyla elde edilen amniyon
stvisinin ihtiyaten bekletilen kisimlari, 6n incelemelerde sonu¢ alindiktan ve genetik
olarak bireyin normal oldugu belirlendikten sonra, atilacak olan amniyon sivisindan
hazirlanan insan fibroblast hiicreleri kullanilmistir. C6ziinmiis stok halindeki hiicreler 5
dk. siireyle 800 devirde santrifiij (Herause,Germany) edilmistir. Santrifiij sonrasi,
yiizeydeki slipernatan kisim atilarak pellet igerisindeki hiicreler, icinde %10 fetal sigir
serumu (FBS) (Biochrom AG, Germany, SO113) ve %1 gentamisin i¢eren Dulbecco
Modified Eagle’s Medium- DMEM (Hyclone, England, AQF24057) besi ortami ile 25
cm? hiicre kiiltiirii tiretme kabma (flask) (Sekil 3.2) alinmistir. Bir hafta sonunda
inverted mikroskop (Olympus CK 40, Japan) (Sekil 3.3) ile hiicrelerin flask tabanini
kaplayip kaplamadiklar1 ve saglikli bir sekilde {ireyip liremedikleri kontrol edilmistir.
Hiicreler flask tabanini tamamen kapladiklarinda kiiltiir kabindaki besi yeri (medyum)
aspire edilmistir. Divalent katyonlar1 (Ca,++; Mg++) icermeyen fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (pH=7.0) ile hiicrelerin yiizeyi yikanarak kiiltiir ortamindaki hiicresel
atiklarin ve serum artiklarinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Boylelikle serumun tripsin
gibi bazi enzimlerin etkiSini inhibe etmesi Onlenmistir. Kiiltiir daha sonra tripsin /
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (%0.05 %0.02, Biochrom AG, Germany)

soliisyonu ile yikand1 ve 37 °C ve %5 kismi CO, basincindaki inkiibatorde (NuAire,
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Inc. Plymouth, U.S.A.) (Sekil 3.4) yaklasik olarak 5-10 dk inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen hiicrelerin flask tabanindan
ayrildiklar1 goriilmiistiir. Yiizeyden ayrilan hiicrelere %10 serum igeren yeni medyum
ilave edilmis ve hiicreler pipetajla karistirildiktan sonra 5 dk. siireyle santrifiij islemine
tutulmuslardir. (800-1000 rpm) Siipernatan kisim atildiktan sonra pellet igerisindeki
hiicreler tekrar, 37 °C sicaklikta %10 serum ve %1 antibiyotikli DMEM medyum ile
homojenize edilmistir. Hiicre siispansiyonu 48 gozlii well platelere boliinerek hiicre

pasajlama islemi tamamlanmaistir.

Sekil 3.2. Hiicre kiiltiirlerinin iiretim kab1 (Flask)

Sekil 3.3 inverted mikroskop
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Sekil 3.4. COy’li etiiv (Inkiibator)

3. 3. Well Platelerin Hazirlanmasi

Logaritmik iireme tarzinda olan, aktif ve yiizeyi %90-95 oraninda kaplamis
hiicreler, pasajlama isleminde oldugu gibi flask tabanindan ayrilmig ve taze medyum ile
hiicre  siispansiyonu  hazirlanmisgtir. 48  gozlii  well-plate’lerin - materyallerin
yerlestirilecegi her bdlmesine hazirlanan 200 ml hiicre slispansiyonu dagitilmigtir. Ayni
yontemle 3 adet 48 gozlii well-plate’de hazirlanmistir. 5. giinde kiiltiir ortamindaki
DMEM medyum aspire edilerek uzaklastirilmis ve yerine taze medyum ilave edildikten
sonra tekrar 37 °C’deki %5 CO>’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. %5 CO,’li ve
37 °C de nemli 1sidaki 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan well-plate’te
hiicrelerin tiim go6zlerinin tabanini tamamen doldurup doldurmadigi inverted mikroskop
ile kontrol edilmistir. Deney Oncesinde hiicrelerin gozleri tamamen doldurdugu ve
fibroblast hiicrelerinin karakteristik 1gsi yapist 151k mikroskobunda incelenmistir.

Otoklavda (Lisa 300, W&H) (Sekil 3.5) sterilize edilen ornekler; daha sonra,
steril bir presel yardimiyla, steril kabin igerisinde (Sekil 3.6) teker teker ve hiicrelerle

dogrudan temas edecek sekilde 48 gozli well-plate’lere taginmustir. (Sekil 3.7)
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37°C’deki %5 CO,’li inkiibatorde 24saat, 72saat ve 7 giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda MTT testi ile hiicre canliliklari, toplam antioksidan kapasiteleri (TAK) ve
toplam oksidan durumlar1 (TOD) degerlendirilmistir. Bu islemlerin tamami 24 saat, 72

saat ve 7 giin sonundaki her bir test i¢in ayr1 ayri uygulanmustir.

Sekil 3.5. Otoklav(Sterilizator)
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Sekil 3.6. Steril kabin

Sekil 3.7. Materyallerin yerlestirildigi 48 gozlii plate
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3. 4. MTT Testi

Materyallerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi igin, ‘direkt temas test metodu’
uygulanarak, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltatrazilyum bromid igeren MTT
maddesi ile ( Sigma Aldrich inc, St. Louis, USA) degerlendirme yapilmistir. MTT testi
ile sitotoksisiteyi belirlemek icin 1 ml PBS i¢inde 5 mg MTT tozu olacak sekilde
hazirlanan karisim, 0.20 pm’lik steril filtreden (Corning, Wiessbaden, Almanya)
gegirilerek dis yiizeyi aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4 °C’de kullanilacagi
zamana kadar bekletilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin ortam sivilar1 ¢ekildikten sonra,
daha 6nceden hazirlanmig olan 6rnekler her kuyucuga yerlestirilerek 24 saat, 72 saat ve
7 gin siireyle 37 °C’de %5 CO; igeren ortamda tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Boylece, kullanilan materyallerin 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir.

Inkiibasyon periyodundan sonra, toksisite testine gecilmistir. Fibroblastlarda
hiicre canlilik oranlart MTT testi ile degerlendirilmistir. Bu test sisteminde canli
hiicreler belirlenmistir. 11k olarak, 48 gozlii well plateler ters cevrilerek materyaller ve
medyum kiiltiiriinden uzaklastirilmig ve 500 pl PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 50 pl
/ kuyucuk MTT stvist + 500 pl / kuyucuk DMEM ilave edilerek 4 saat siireyle 37 °C’de
%5 CO, igeren ortamda inkiibe edilmistir.

MTT maddesinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristallerini ¢6ziiniir
duruma getirmek icin 99.4 ml dimetilsiilfoksit (DMSO), 0.6 ml (HCI) ve 10 ¢
sodyumlaurilsiilfat (SDS) igeren karigimdan 500 pul / kuyucuk olacak sekilde ilave
edilerek 8 saat siireyle tekrar inkiibasyona birakilmistir. Ustte kalan siv1 alindiktan sonra
her g6z, 6nce 300 pl %1°lik formik asitle (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) sonra da
300 ul %1°1ik asetik asitle (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) yikanmistir. Bu yikama

isleminin ardindan absorbans, (optik yogunluk) spektrofometrede (uQuant, Bad
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Friedrichshall, Biotek) 550 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir (Sekil 3. 8). Fibroblast hiicre
kiltir kaplarinda spektrofotometrik olarak Olgiilen ve bire bir ortamdaki canli hiicre

sayis1 tespit edilmistir. Bu islemler 72 saat ve 7 giin sonunda da aynen tekrarlanmistir.

Sekil 3. 8. Bilgisayar destekli spektrofotometre

3. 5. Biyokimyasal Analizler

Kullanilan materyallerin zamana bagli olarak fibroblast kiiltiirleri {izerine
biyokimyasal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla toplam antioksidan kapasite (TAK)
ve toplam oksidan durum (TOD) &lgiilmistiir.

3. 5. 1. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK)

TAK diizeyi tespitinde, ilk olarak Tomasch ve ark.'® tarafindan uygulanan
fotomerik yontem kullanilmigtir. Bu yontem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-
siilffonat = ABTS") radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan
kapasitenin tespitini temel almaktadir. Tespit isleminde Rel Assay Diagnostics”
(Gaziantep, Turkey) firmasi tarafindan tiretilen TAK ticari kitleri kullanilmugtir.'>2
Kit Bilesenleri

e Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml

e Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
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e Standard 1 Soliisyonu: 10 ml

e Standard 2 Soliisyonu: 10 ml
30 ul plazma Orneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 pl Reaktif 1
soliisyonundan ilave edilerek 660 nm’de ilk absorbans okunmustur. Daha sonra ayni
kiivete 75 ul Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletilmistir.
Bekleme sonunda 660 nm’de ikinci kez absorbans okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak TAK diizeyleri mmol Trolox Equiv./L

cinsinden tespit edilmistir.

mmol Trolox Equiv. (A Standart 1'in degeri)—(A Ornegin degeri)
TAK /1| = ——— L X 20
(AStandart 1'in deger)— (AStandart 2'nin absorbansi)

3. 5. 2. Toplam Oksidan Durum (TOD)

TOD tam otomatik kolorimetrik bir ydntemdir. Incelenen numunede bulunan
oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapisin1 ferrik iyona oksitlerler. Bu reaksiyonu
ortamda bulunan gliserol yaklasik ti¢ kat hizlandirmaktadir. Asidik ortamda ferrik
iyonlar xylenol orange ile renkli bir kompleks meydana getirirler. Numunede bulunan
oksidanlarin miktartyla iligkili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak
Olgiilerek degerlendirme yapilir. Arastirmamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi
tarafindan tiretilen TOD ticari kitleri kullanilmistir.

Kit Bilesenleri
e Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
e Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
e Standard 1 Soliisyonu: 10 ml
e Standard 2 Soliisyonu: 10ml
75 wl plazma Orneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 pl Reaktif 1

soliisyonundan ilave edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okunmustur. Daha sonra ayni
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kiivete 25 pl Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletilmis ve
530 nm’de ikinci kez absorbansi okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri ve
asagidaki formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit

edilmistir. Bu islemler 72 saat ve 7 giin sonra da aynen tekrarlanmustir.

1 H202 Equiv. (A Ornegin degeri) -
ToD [ H™M° q _ < Standart 2 d
( /L (AStandart 2’nin degeri) andaar egert

3. 6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen degerler, ortalama ve standart sapma olarak verilmistir.
Verilerin analizi igin SPSS 20.0 programi kullanilmistir. Tespit edilen MTT, TAK ve
TOD degerlerinin gruplar aras1 zamanla degisimi icin tekrarlayan dlgiimlerde varyans
analizi, gruplar arasi farklarin analizi i¢in ise, Post-hoc LSD ¢oklu karsilastirma testi

kullanilmigtir. Biitiin analizlerde p<0.05 anlam diizeyi dikkate alinmigtir
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi Bulgular

Insan fibroblast hiicrelerine dogrudan temas ydntemiyle uygulanan, goriilebilir

mavi 1sikla sertlesebilen 7 farkli materyalin ve herhangi bir materyal uygulanmamig

olan kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7giin sonunda gozlemle MTT testi sonuglari

grup ortalama degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 4.1°de verilmistir (Sekil 4.1).

24 saat sonraki degerlerde Filtek™ Silorane grubunun ortalama degerleri kontrol

grubuna benzer iken, diger biitiin gruplarda hiicre canliliginin énemli Slglide azaldigi

goriilmektedir. MTT degerlerine gore 72 saat ve 7 glin sonra gruplarin tamaminda

toksik etki tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Tablo 4.1. Kullanilan 7 farkli materyalin ve kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin
sonundaki MTT test degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

24 Saat 72 Saat 7giin
Grup
Ortalama+SS Ortalama £SS Ortalama £SS

Kontrol 0.174+0.03 0.267%0.06 0.227+0.08
Clearfil Majesty 0.058+0.02* 0.085+0.04* 0.004+0.01*
Filtek™ Silorane 0.173+0.03 0.100£0.09* 0.023+0.03*
Fuji 11 LC 0.041+0.01* 0.010+0.01* 0.017+0.01*
Admira 0.070+0.02* 0.123+0.06* 0.060+0.04*
Twinky Star 0.073+0.02* 0.046+0.02* 0.030+0.04*
Grandio Flow 0.086+0.01* 0.141+0.03* 0.056+0.04*
Glasiosite 0.072+0.02* 0.082+0.04* 0.010+0.01*
Toplam 0.093+0.05 0.106+0.09 0.053+0.08

* Kontrol grubundan farkliligi gostermektedir (n=6, p<0.05). SS: Standart Sapma
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Kontrol Clearfil FiltekTM Fujill LC Admira Twinky Grandio Glasiosite
Majesty Silorane Star Flow

Sekil 4.1. Gruplarin 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki MTT test degerlerinin ortalama

ve standart sapmalari.

0,300

0,250

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000

24 saat 72 saat 7 gin
e Kontrol e (learfil Majesty e===FiltekTM Silorane e Fuji II L.C
@ Admira @ Twinky Star @ (Grandio Flow e (Glasiosite

Sekil 4.2. Kontrol grubu ve 7 farkli materyalin zamanla degisimleri
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24 saat sonunda MTT testi sonuglarina gore; biitiin gruplar hiicre canliligin

azaltirken, en toksik etkiyi Fuji Il LC gdstermistir. Filtek™

Silorane grubundaki azalma
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(p=0.96). Diger gruplardaki degisiklikler, Kontrol (p<0.001), Filtek™ Silorane
(p<0.001) ve Fuji I LC gruplartyla (p<0.05) ve Clearfil Majesty grubu ile Grandio
Flow grubu ikili olarak karsilastirildiginda (p=0.03), istatistiksel olarak anlamli farklilik

gosterirken kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir (p>0.05)

(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. MTT testinin 24 saatlik grubunda materyallerin ikili olarak karsilastiriimasi.

Clearfil  Filtek™  Fuji Il Twinky Grandio

24 Saat Kontrol Vs Sloee LG Admira Her Flow Glasiosite
Kontrol X

chart o0 x

filtek * 0956 0.000% X

Fuji ILC 0.000* 0.156 0.000* X
Admira 0.000* 0.327 0.000* 0.019* X

gg‘r”ky 0.000* 0238 0.000* 0012* 0837 X

crandio 0,000 0028 0.000* 0001* 0208 0289 X

Glasiosite  0.000* 0.271  0.000* 0.014* 0902 0935 0.254 X

* Istatistiksel olarak anlamli farklihg1 gostermektedir (n=6, p<0.05).

72 saat sonunda MTT testi sonuglarina gore; Filtek™ Silorane, Fuji 1l LC,
Twinky Star ve Glasiosite gruplar hiicre canliligini1 azaltirken, en toksik etkiyi Fuji II
LC, Twinky Star ve Filtek™ Silorane gostermistir. Filtek™ Silorane grubundaki
canlilik orani kontrol grubuna oranla, %91°den %36’ya gerilemistir. Kontrol grubu ile
diger biitiin gruplar arasindaki degisiklikler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001).
Fuji Il LC uygulanan grup ve Twinky Star uygulanan grup (p=0.21) digindaki biitiin

gruplarla istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir (p<0.05). Grandio Flow
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grubu, Twinky Star ve Glasiosite gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermistir (p<0.05). Twinky Star ve Admira gruplan ikili olarak
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir (p=0.009). Diger
gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlami bulunmamustir (p>0.05)

(Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. MTT testinin 72 saatlik grubunda materyallerin ikili olarak karsilastiriimasi.

Clearfil Filtek™ Fuji I Twinky Grandio

72 Saat Kontrol Majesty Silorane LC Admira Star Flow Glasiosite
Kontrol X

Clegrfll 0.000% X

Majesty

. ™

Filtek 0.000* 0597 X

Silorane

Fuji Il . . .

o 0.000%* 0011* 0003* X

Admira  0.000% 0184 0419  0.000* X

Twinky 5000 0173 0062 0208 0009 X

Star

(;I:)?Ar/'d'o 0.000* 0053 0153  0.000% 0526 0.002* X

Glasiosite 0.000* 0.934 0.541 0.014* 0.160 0.200 0.041* X

* statistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir (n=6, p<0.05).

7 glin sonunda MTT testi sonuglarina gore; Fuji II LC disindaki biitiin gruplar
hiicre canliligin1 azaltirken, en toksik etkiyi, Filtek™ Silorane, Glasiosite, Grandio Flow
ve Clearfil Majesty gruplart gostermistir. Kontrol grubu ile diger biitiin gruplar
arasindaki degisiklikler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Clearfil Majesty grubu
Admira ve Grandio Flow gruplariyla istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir
(p<0.05). Glasiosite ve Admira gruplar1 ikili olarak karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml farklilik elde edilmistir (p=0.04). Diger gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak anlami bulunmamaistir (p>0.05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. MTT testinin 7 giin grubunda materyallerin ikili olarak karsilagtirilmasi.

Clearfil  Filtek™ Fuji Il Twinky Grandio

7 giin Kontrol Maetsiloranciiiic Admira Star Flow Glasiosite
Kontrol X
Clearfil
. 0.000* X
Majesty
Filtek™

. 0.000* 0.416 X
Silorane

FujinnLC 0.000* 0577 0.796 X
Admira 0.000* 0.023* 0.132 0.080 X

Twinky 0000 0277 0780 0592 0216 X
Star
Slg‘,;‘d'o 0.000* 0.033* 0174 0108 0878 0277 X

Glasiosite ~ 0.000* 0.791 0.582 0.769 0.043* 0.408 0.060 X

* statistiksel olarak anlamli farklilig1 géstermektedir (n=6, p<0.05).

Gruplarin, grup i¢i zamana bagli ve grup-zaman etkilesimleri Tablo 4.5’te
gosterilmistir. Grup i¢i karsilagtirmalarda biitiin gruplarin MTT degerleri 24 saat,

72 saat ve 7 giin sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.5. Gruplarin zamana bagli olarak ve grup-zaman etkilesimleri.

Etkilesim Deger p degeri
Zaman 0.637 0.000
Zaman * Grup 1.001 0.000

Grup i¢i karsilagtirmalar ve grup- zaman etkilesimi i¢in p <0.001

24 ve 72 saat sonra degerler arasinda grup-zaman etkilesimi i¢i degisimler
istatistiksel olarak anlamli degilken (p=0.084), 72 saat ve 7 giin sonundaki degerler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.6).
Ayrica 24 saat 72 saat ve 7 giin sonundaki grup-zaman etkilesim degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p=0.035) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Grup i¢i, zamana bagli ve grup—zaman etkilesimleri ve gruplar arasi
degisimlerin istatistiksel onem degerleri.

Kaynak Zaman P degeri

24 ve 72 saat 0.084
Zaman

72 saat - 7 gilin 0.000

24 ve 72 saat 0.000
Zaman * Grup

72 saat - 7 giin 0.035
Grup 0.000

Sekil 4.2°de kontrol grubu ile ¢alisma gruplarinin MTT grafikleri arasinda kalan
alanlar Tablo 4.8’de verilmistir. Tablo 4.7°ye goére restoratif materyallerin toksisite
siralamasi su sekildedir: Fuji Il LC > Twinky Star > Clearfil Majesty > Glasiosite >

Filtek™ Silorane > Admira > Grandio Flow.

Tablo 4.7. Kontrol grubu ile ¢alisma gruplarinin MTT grafikleri arasinda kalan alan.

Grup Kontrol grubu ile arada kalan alan
Kontrol 0

Fuji I LC 1.09
Twinky Star 0.95
Clearfil Majesty 0.91
Glasiosite 0.89
Filtek™ Silorane 0.75
Admira 0.72
Grandio Flow 0.66
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ile Fuji Il LC ve Grandio Flow materyallerinin MTT grafikleri
arasinda kalan alanlar.

4.2. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK) Bulgulari

Insan fibroblast hiicrelerine dogrudan temas ydntemiyle uygulanan, goriilebilir
mavi 1sikla sertlesebilen 7 farkli materyalin ve herhangi bir materyal uygulanmamis
olan kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda gozlenen TAK bulgularinin
grup ortalama degerleri ve standart sapmalari Tablo 4.8’de gosterilmistir (Sekil 4.4).
Baslangictan 7 gilinlin sonuna kadar biitiin TAK degerleri belirgin bir sekilde artig
gostermistir. 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda gruplarin tamaminda TAK degerleri
birbirine ¢ok yakin bir degisim sergilemistir ve diger gruplar arasinda 24 ve 72 saat
sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). Fuji 1I LC
grubunun TAK degerleri 7 giin sonunda diger gruplardan ve kontrol grubundan daha
fazla artig gosterirken, Clearfil Majesty grubunun TAK degerleri diger gruplara ve

kontrol grubuna oranla daha az artis gostermistir. Fuji I LC ve Clearfil Majesty gruplari
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ile kontrol grubunun TAK degerleri 7 glin sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermistir (p<0.05) (Sekil 4.5).

Tablo 4.8. Kullanilan 7 farkli materyalin ve kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin

sonundaki TAK degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

24 Saat 72 Saat 7 Giin
Gruplar
Ortalama=+S.S Ortalama+S.S Ortalama=+S.S
Kontrol 0.575+0.02 1.087+0.24 1.337+0.17
Fuji 11 LC 0.552+0.03 0.936+0.31 1.220+0.05*
Twinky Star 0.578+0.05 1.089+0.28 1.413+0.03
Clearfil Majesty 0.545+0.09 0.894+0.27 1.495+0.17*
Glasiosite 0.539+0.03 1.058+0.31 1.376+0.04
Filtek ™ Silorane 0.555+0.02 1.052+0.30 1.357+0.05
Admira 0.547+0.03 1.061+0.33 1.377+0.05
Grandio Flow 0.605+0.07 1.223+0.26 1.398+0.05
Toplam 0.562+0.05 1.050+0.28 1.372+0.11
* Kontrol grubundan farkliligi géstermektedir (n=6, p<0.05). S.S: Standart Sapma
k24 Saat W72 Saat L7gin
1,800
1,600 1
1,400 I I \ I 1 —7 LI
1,200 | \ I | | T | -
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= 0,800 ‘ -
osoo =l (8 (il 8 T
0,400 |
0,200 -
0,000 -
Kontrol Clearfil FiltekTM Fujill LC Admira Twinky Grandio Glasiosite

Majesty Silorane
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Flow

Sekil 4.4. Gruplarin 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki TAK degerlerinin ortalama ve

standart sapmalart.
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Sekil 4.5. Kontrol grubu ve 7 farkli materyalin TAK degerlerinin zamanla degisimi

Sekil 4.5’te 24. saat sonundan 72. saat sonuna kadar biitiin gruplarin diizenli bir
sekilde artig gosterdikleri goriilmektedir. Fuji II LC grubunda 72 saat ve 7 giin arasinda
grafik egimi artarken, diger gruplarda egim azalmistir. Bununla beraber hiz1 azalmasina
ragmen TAK degerleri artmaya devam etmistir. Fuji II LC grubunda 7giin sonunda en
yiikksek TAK degeri bulunurken en diisiik TAK degeri Clearfil Majesty grubunda elde

edilmistir.

24 saat sonunda elde edilen TAK bulgularina gore, Glasiosite grubunun
degerleri ile, Fuji II LC, Admira ve Grandio Flow grubu degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak anlami tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. 24 saat grubunda materyallerin TAK degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

Clearfil  Filtek™ Fuji Il Twinky Grandio

24 Saat Kontrol LI T R Admira Star Flow Glasiosite
Kontrol X
Clearfil
. 0.417 X
Majesty
Filtek™

. 0.931 0.370 X
Silorane

FujillLC 0.286 0.795 0250 X
Admira 0.198  0.628 0171 0822 X

Twinky 0468 0931 0417 0729 0568 X
Star
orandlo 036 0862 0286 0931 0755 0795 X

Glasiosite  0.294  0.067 0.335 0.038* 0.023* 0.080 0.046* X

* [statistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir (n=6, p<0.05).

72 saat sonunda elde edilen TAK bulgularina gore, gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak anlami bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. 72 saat grubunda materyallerin TAK degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

Clearfil Filtek'™  Fuji Twinky Grandio

72 Saat Kontrol Majesty Silorane 11 LC Admira Star Flow Glasiosite
Kontrol X

Clearfil

Majesty 0:363 X

- ™

Filtek 0089 0360 X

Silorane

FujillLC 0251 0801 0245 X

Admira 0.862 0466 0851 0328 X

LSy 0.837 0486 0825 0344 0974 X

Star

Slg"z‘;d'o 0.876 0455 0865 0320 0986 0960 X
Glasiositt  0.417 0.091 0.425 0.054 0326 0310 0.334 X
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7 giin sonunda elde edilen TAK bulgularina goére, Clearfil Majesty grubu ve
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik elde edilmistir (p<0.05).
Fuji I LC grubunun TAK degerleri, Filtek Silorane ve Glasiosite gruplari (p>0.05)
disindaki biitiin gruplarin TAK degerleriyle istatistiksel olarak anlami farklilik
gostermistir (p<0.05). Diger gruplarin 7 giin sonundaki TAK degerleri birbirleriyle ikili
olarak karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemistir (p>0.05)

(Tablo 4.11).

Tablo 4.11. 7 giin grubunda materyallerin TAK degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

Clearfil ~ Filtek™  Fuji I Twinky Grandio

7 giin Kontrol Wl SlEe LG Admira Star Flow Glasiosite
Kontrol X

Clearfil *

Majesty Qe X

Sl T™M

Filtek 0160 0001* X

Silorane

FujillLC  0.005* 0.000* 0133 X

Admira 0471 0.006* 0487 0031* X

Q’Zl'r”ky 0704 0.014* 0301 0014* 0732 X
(F;Ig"i‘;d'o 0456 0.005* 0502 0033* 0980 0713 X

Glasiosite 0.257 0.002* 0.780 0.077 0.67/6 0.448 0.694 X

* statistiksel olarak anlamli farklilig1 gdstermektedir (n=6, p<0.05).

Gruplarin, grup i¢i zamana bagli ve grup-zaman etkilesimleri Tablo 4.12°de
gosterilmistir. Grup i¢i karsilagtirmalarda biitlin gruplarin TAK degerleri 24 saat,
72 saat ve 7 giin sonunda istatistiksel olarak anlaml farklilik géstermistir (p<<0.001).

Biitlin gruplarda, grup- zaman etkilesimi bulunmustur (p<0.001).

55



Tablo 4.12. Gruplarin zamana bagli olarak ve grup-zaman etkilesimleri.

Etkilesim Deger  p degeri
Zaman 0.671 0.000
Zaman * Grup 0.780 0.000

Grup i¢i karsilastirmalar ve grup- zaman etkilesimi i¢in p <0.001

24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.13). TAK degerlerinin degisimi 24 saat, 72
saat ve 7 giin sonunda, zamanla farklilik géstermistir, yani grup - zaman etkilesimi
gozlemlenmistir (p<0.001). TAK degerlerinin degisimi 24 saat, 72 saat ve 7 giin

sonunda, gruplara gore farklilik géstermistir (p<0.001).

Tablo 4.13. Grup i¢i, zamana bagli ve grup—zaman etkilesimleri ve gruplar arasi
degisimlerin istatistiksel 6nem degerleri.

Kaynak Zaman p degeri
24 ve 72 saat 0.000
Zaman
72 saat ve7 glin 0.000
24 ve 72 saat 0.000
Zaman * Grup
72 saat ve 7 glin 0.000
Grup 0.000

4.3. Toplam Oksidan Durumu (TOD) Bulgulari

Insan fibroblast hiicrelerine dogrudan temas ydntemiyle uygulanan, gériilebilir
mavi 1sikla sertlesebilen 7 farkli materyalin ve herhangi bir materyal uygulanmamis
olan kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda gozlenen TOD bulgulariin
grup ortalama degerleri ve standart sapmalari Tablo 4.14’te verilmistir (Sekil 4.6).
Baslangictan 72 saatin sonuna kadar Fuji II LC grubunun TOD degerleri diger
gruplardan belirgin bir sekilde daha yiliksek bulunmustur. 24 saat sonunda Fuji IT LC
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grubunun TOD degerleriyle, kontrol grubu ve diger gruplar arasindaki farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). TOD degerleri 72 saat sonunda Fuji 11

LC grubunun Admira grubu disindaki biitiin gruplarin TOD degerlerine gore

istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermistir (p<0.05). Fuji II LC, Admira, Twinky

Star ve Glasiosite gruplarinin TOD degerleri 7 giin sonunda kontrol grubunun TOD

degerleri ile istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermistir (p<<0.05) (Sekil 4.7).

Tablo 4.14. Kullanilan 7 farkli materyalin ve kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin

sonundaki TOD degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

24 Saat 72 Saat 7 giin

Gruplar

Ortalama#+S.S Ortalama+S.S Ortalama+S.S
Kontrol 0.793+0.08 0.842+0.03 1.007+0.02
Clearfil Majesty 0.817+0.02 0.826+0.05 1.080+0.08
Filtek™ Silorane 0.838+0.06 0.820+0.17 1.004+0.10
Fuji 1l LC 0.987+0.28* 1.168+0.63* 1.132+0.20%*
Admira 0.866+0.06 0.879+0.09 1.131£0.08*
Twinky Star 0.826+0.03 0.868+0.08 1.207+0.10%*
Grandio Flow 0.813+0.03 0.802+0.25 1.068+0.08
Glasiosite 0.821+0.04 0.893+0.08 1.158+0.06*
Toplam 0.845+0.11 0.887+0.26 1.099+0.12

* Kontrol grubundan farkliligi géstermektedir (n=6, p<0.05). S.S: Standart Sapma
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24 saat sonunda elde edilen TOD bulgularma goére, Fuji II LC grubunun
degerleri Admira grubu (p=0.06) disindaki gruplarin TOD degerleriyle istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gostermistir (p<0.05). Diger gruplarin 24 saat sonundaki
TOD degerleri birbirleriyle ikili olarak karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli

farklilik gostermemistir (p>0.05) (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. 24 saat grubunda materyallerin TOD degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

Clearfil Filtek™  Fuiji I _ Twinky Grandio -

24 Saat Kontrol _ _ Admira Glasiosite
Majesty Silorane LC Star Flow

Kontrol X

Clearfil

) 0.704 X
Majesty
Filtek™

0.477 0.740 X
Silorane

Fuji nLC 0.003* 0.009* 0.022* X
Admira 0.248 0.435 0.652 0.060 X

Twinky
0.602 0.887 0.849 0.014* 0.522 X
Star
Grandio
- 0.758 0.943 0.687 0.008* 0.395 0.831 X
ow

Glasiosite  0.652 0.943 0.794 0.011* 0.477 0.943 0.887 X

* Istatistiksel olarak anlamli farklihg1 gostermektedir (n=6, p<0.05).

72 saat sonunda elde edilen TOD bulgularma gore, Fuji 1I LC grubunun
degerleri Admira ve Glasiosite gruplari (p>0.05) disindaki gruplarin degerleriyle
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermistir (p<0.05). Diger gruplarin 72 saat
sonundaki TOD degerleri birbirleriyle ikili olarak karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamli farklilik géstermemistir (p>0.05) (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16. 72 saat grubunda materyallerin TOD degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

Clearfil Filtek™  Fuji Il ~ Twinky Grandio -

72 Saat Kontrol . . Admira Glasiosite
Majesty Silorane LC Star Flow

Kontrol X

Clearfil

. 0.911 X
Majesty
Filtek™

0.879 0.968 X
Silorane

FujinnLC 0.031* 0.024* 0.021* X
Admira 0.799 0.714 0.684 0.054 X

Twinky
0.863 0.776 0.745 0.045* 0.935 X
Star
Grandio
- 0.784 0.871 0.903 0.016* 0.598 0.655 X
ow

Glasiosite 0.730 0.648 0.619 0.066 0927 0.863 0.536 X

* [statistiksel olarak anlamli farklili1 gdstermektedir (n=6, p<0.05).

7 gin sonunda elde edilen TOD bulgularina gore, Filtek silorane ve kontrol
gruplarinin degerleri; Fuji II LC, Admira, Twinky Star ve Glasiosite gruplariin
degerleriyle istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir (p<0.05). Twinky Star
grubunun 7 giin sonundaki TOD degerleri Grandio Flow ve Clearfil Majesty gruplarinin
degerleriyle istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gdstermistir (p<0.05). Diger
gruplarin 7 giin sonundaki TOD degerleri birbirleriyle ikili olarak karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemistir (p>0.05) (Tablo 4.17).

60



Tablo 4.17. 7 gin grubunda materyallerin TOD degerlerinin ikili olarak
karsilastirilmasi.

i Clearfil Filtek'™  Fuji Il _ Twinky Grandio -
7 giin Kontrol . . Admira Glasiosite
Majesty Silorane LC Star Flow
Kontrol X
Clearfil
. 0.223 X
Majesty
Filtek™

0.960 0.205 X
Silorane

FujiltLC 0.040* 0.382 0.036* X
Admira 0.043* 0.396 0.038* 0.980 X

Twinky
0.002* 0.038* 0.001* 0.214 0.205 X
Star
Grandio
- 0.307 0.481 0.284 0.284 0.295 0.024* X
ow

Glasiosite  0.015* 0.197 0.013* 0.670 0.652 0.410 0.138 X

* Istatistiksel olarak anlamli farklihig1 gostermektedir (n=6, p<0.05).

Gruplarin, grup i¢i zamana bagli ve grup-zaman etkilesimleri Tablo 4.18’de
gosterilmistir. Grup i¢i karsilagtirmalarda biitiin gruplarin TOD degerleri 24 saat, 72
saat ve 7 giin sonunda istatistiksel olarak anlamli farklilik elde edilmistir (p<<0.001).

Biitiin gruplarda, grup- zaman etkilesimi bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4.18. Gruplarin zamana bagli olarak ve grup-zaman etkilesimleri.

Etkilesim Deger  p degeri
Zaman 0.903 0.000
Zaman * grup 0.506 0.034

Grup i¢i karsilastirmalar ve grup-zaman etkilesimi i¢in p <0.05

24 ve 72 saat sonundaki degerler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
bulunmamistir (p=0.319). 72 saat ve 7 giin sonundaki degerler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.19). 24 saat, 72 saat ve
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7 giin sonunda, gruplardaki TOD degerlerinin degisimi zamanla farklilik
gOstermemistir, yani grup-zaman etkilesimi bulunmamis ve TOD degerleri agisindan
gruplar birbirlerine benzer sekilde davranmistir (p>0.05). TOD degerlerinin degisimi
24 saat, 72 saat ve 7 giin sonunda, gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.19. Grup i¢i, zamana bagli ve grup—zaman etkilesimleri ve gruplar arasi
degisimlerin istatistiksel 6nem degerleri.

Kaynak Zaman p degeri
24 ve 72 saat 0.319
Zaman
72 saat ve 7 glin 0.000
24 ve 72 saat 0.953
Zaman * Grup
72 saat ve 7 glin 0.445
Grup 0.000
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5. TARTISMA

Dis hekimligi uygulamalarinin gesitli alanlarinda birbirine benzeyen veya tamamen
farkli ozelliklere sahip bir¢ok materyal kullanilmaktadir. Dis hekimliginde kullanilan
materyallerin mekanik 6zellikleri ile iliskili oldukga fazla literatiir bilgisi bulundugu
halde bu materyallerin biyolojik etkileri ile ilgili veriler gelisen teknoloji ve teknikler
sayesinde artmaya devam etmektedir. Cocuklarda olusan dental ve orofasiyal
problemlerle miicadele etmek amaciyla ortaya ¢ikmis olan ¢ocuk dis hekimliginde de;
Onleyici, koruyucu, restoratif ve endodontik amagclar basta olmak iizere farkli amaglarla
cesitli materyaller kullanilmaktadir.® Cocuk dis hekimliginde farkli amagclarla
kullanilan materyallerin ¢ogu, dokularla dogrudan veya dolayli olarak temas halinde
oldugu i¢in, bu materyallerin biyouyumlu olmas1 gerekmektedir. Literatiir taramamizda
bu materyallerin sitotoksik ozellikleri ile ilgili olarak ulasilabilen verilerin yeterli
olmadigr goriilmistiir. Calismamizda cocuklarin dental tedavilerinde yaygin olarak
kullanilan bazi materyallerin (Clearfil Majesty Esthetic®, Filtek'™ Silorane®™, Fuiji II
LC®, Grandio Flow®, Admira®, Glasiosite®, Twinky Star™) insan fibroblast hiicreleri
tizerinde zamanla meydana getirdikleri sitotoksik etkileri, in vitro olarak direk temas

yontemiyle ve MTT testi, TAK ve TOD degerleri incelenerek ortaya koyulmustur.

Dis dokusunun; g¢iiriik, atrizyon, restoratif islemler, travma veya kimyasal
maddeler gibi dis uyaranlara cevabinin, hasar, savunma ve rejeneratif siirecin karsilikli
etkilesiminin neticesi oldugu ve bu siire¢lerden her birinin tek basina dokunun
vitalitesinin ve digin hayatta kalmasmin kritik bir yanini olusturdugu belirtilmistir.®*
Bununla birlikte herhangi bir dis uyaranin pulpal hasara yol agabilmesi i¢in dncelikle
onemli miktarda mine ve dentin koruma duvarin1 agsmis olmasi gerekmektedir. Ancak

dentinin tiibiiler yapida olmasi, bu dokuya 6nemli bir gegirgenlik 6zelligi verdigi i¢in
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hem cliriik siirecinin bakteriyel igerigi hem de dentin dokusunun bozulmasiyla olusan
¢Ozilinme triinleri dentin tiibiillerinden difiize olarak cesitli hiicresel biyolojik cavaplara
neden olabilmektedir.*> '° Hafif diizeydeki hasarlarda hiicre nekrozuna ¢ok
rastlanilmasa da pulpal cevap neticesinde bir takim molekiiler olaylar baslamaktadir.
Hasar arttik¢ca, nekroza dogru gidis ve pulpanin enfekte olma siireci hizlanacaktir.
Ancak hasar ve savunma mekanizmasinin dengeli olarak ilerlemesi durumunda pulpada
rejeneratif bir siirecin gelisebilecegi ifade edilmistir.”*

Dokulardaki lokal ve sistemik savunma mekanizmalari, immiin savunma
reaksiyonlarin1 aktive ederek veya lokal inflamasyon olusturarak, dis uyaranlarin
meydana getirebilecegi hasarm etkilerini azaltmaktadir.®® Pulpal enfeksiyonlarda,
bakterilerin rolii ve inflamatuar siiregteki dokunun 6zellikleri iyi bilinmektedir.

Rezin matriksin polimerizasyonu, iginde restoratif materyalin viskoz-plastik

yapidan rijit-elastik yapiya doniistiigii bir jelasyon olusturmaktadir.'™

Prejel sathasinda
rezin materyal kaviteye yayilabilmekte ve rezin matriks igerisinde olusan stresler
kompanse edilebilmektedir. Jelasyon sonrasinda, hareket durmakta ve biiziilme stresi

172

kompanse edilememektedir.”’“ Jel noktasi, materyalin polimerizasyon biiziilmesine

uyum saglayabilmek i¢in daha fazla viskéz akis sergileyemedigi zaman olarak

171, 173-175
tanimlanmaktadir.

Kavite duvar ile rezin arasindaki baglanma kuvveti postjel
sonrasi meydana gelen polimerizasyon biizlilmesinin, serbest olarak gelismesini
engellemekte ve igsel streslerin olusmasina neden olmaktadir."% Adezyon
kuvvetlerinin biiziilme streslerine kars1 koymasiyla olusan stres birikimi, rezinin elastik
limitini asarsa kompozit dis baglantisinda defektlerin olusmasina ve baglanmadaki
basarisizliga bagli olarak kenar sizintisi, post-operatif hassasiyet, renklenme ve

rekiirrent ¢iiriik gelisimi gibi bir takim sorunlar ortaya c¢ikabilmektedir.!"® "> Bazi

bakterilerin, restoratif uygulamalar sonunda, dolgu materyali ile dis arasindaki mikro
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veya nanometre boyutundaki bosluklardan mikrosizinti veya nanosizinti olarak ifade
edilen olaylarla gegerek enfeksiyona neden oldugu diistintilmektedir. Ancak, immiin
savunma reaksiyonlarinin kapsami ve bakteri kaynakli olmayan pulpal hasarin meydana

gelme siireci tam olarak anlagilabilmis degildir.%" 1717

Restoratif amagclarla kullanilan dental materyallerin ¢esitli dokular ile (mine,
dentin/pulpa, periodonsiyum, yanak, dil, dudak) lokal olarak karsi karsiya gelmekte
olduklar1 ve bu dokularda farkli reaksiyonlara neden olabildikleri bilinmektedir. Canlt
dokularla temas halinde bulunan herhangi bir malzemenin sistemik ve lokal toksik,
alerjik, mutajenik ve karsinojenik etki ve viicudun yumusak veya sert dokularinda doku
reaksiyonu olusturmamasina biyouyumluluk veya biyolojik uyum denilmektedir.'
Wataha ve ark.”” biyouyumlulugun cesitli etkenlere bagli olmakla birlikte zamana ve
sartlara bagl olarak degisiklik gosterebildigini ve zamanla ve sartlarin degismesiyle, ilk
uygulandiginda biyouyumlu olan bir materyalin, uyumsuz hale gegebilecegini
aciklamustir. Schmalz ve ark.'”® bir materyalin biyouyumlulugunu, bu materyalden
salinan bilesenlerin 6zelliklerinin belirledigini ve bu bilesenlerin hiicrelerde interlokin
salgilanmasi, iltihabi cevap ve hiicre dliimii gibi gesitli cevaplara sebep olabilecegini
bildirmistir.

Primer dentinogenez ve dis olusumu tamamlandiktan sonra odontoblast
aktivitesi pasif hale geg¢se de dis sert dokularinda meydana gelen hasarin neticesinde
tersiyer dentinogenez seklinde bir rejenerasyon veya iyilesme ve bu silirecin sonunda da
pulpanin ilgili bolgelerinde dentin kopriisii olusumu gergeklesmektedir.zs’ o1

Pulpa-dentin kompleksi odontoblastlar, odontoblast benzeri hiicreler ve pulpa
kok hiicreleri gibi farklilasmis ve farklilasmamis hiicre popiilasyonundan

180

olusmaktadir.*™ Odontoblast hiicreleri primer dentin yapimindan sorumlu,

proliferasyon yetenegi olmayan,181 pulpanin periferinde bulunan, ¢esitli kollajen tipleri,
] p
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fibronektin ve proteoglikanlarin bulundugu dentin matriksinin salgilanmasindan

182 tek tabakali post-mitotik hiicrelerdir.™

sorumlu,

Atrizyon, erozyon, ciiriikler veya restoratif islemler gibi dis uyaranlarin
odontoblast fonksiyonunu stimiile etmesi sonucunda, rejeneratif dentin veya tamir
dentini yapimi gerceklesmektedir.!® Doku hasarmin  basladigi  bélgelerde ise
odontoblastlarin ekstraseliiler matriks molekiilleri salgilamakta ve devaminda da
tersiyer dentin yapimi gerceklesmektedir. Bu bolgelerde meydana gelen siddetli hiicre
hasar1 nedeniyle hasar goren odontoblastlarin yerini alacak olan, odontoblast benzeri
hiicrelerin varligina, tamir dentininin devam edebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir.'”
Pulpadaki kok hiicrelerin veya progenitdr hiicrelerin odontoblast benzeri hiicrelere
dontligsmesi, sitodiferansiyasyon ve daha sonrasinda ise, reperatif dentinogenez olarak
adlandirilan, hiicrelerin salgisal aktivitesinin baslatilmasini veya diizenlenmesini

182,183 pylpanin ekspoze oldugu durumlarda, bakteriyel irritasyonlarin ve

icermektedir.
pulpanin inflamatuar cevap reaksiyonlarinin, reperatif dentinogenez siirecini ve dentin
kopriisii yapimin1 olumsuz yonde etkileyebilecegi bildirilmistir."®* ** Bu noktadan

hareketle, birgok in vitro calismada®®®*®®

genotoksik, mutajenik veya Ostrojenik etkileri
ortaya koyulmus olan rezin kompozitlerin, 1s1ikla sertlesen cam iyonomer restoratif
materyallerin, dentin baglayici ajanlarin ve ¢esitli kompozit bilesenlerinin de ayni etkiyi
olusturabilecegi sOylenebilir.

Son yillarda oksidatif stres de bir toksisite mekanizmasi olarak énerilmektedir.?
Hiicre ve dokulara zarar verme potansiyeli bulunan ROM’larin, normal aerobik

° Bu serbest

metabolizma reaksiyonlari neticesinde olusabilecegi bildirilmistir.?
radikallerin genellikle antioksidanlar tarafindan uzaklastirildigini veya yok edildigini
bildiren ¢alismalar mevcuttur.?® ** Antioksidan savunma mekanizmasi iiyelerinin,

ROM’larin olugsmasini engellemek ve olasi oksidanlar1 yok etmekle gorevli oldugu ve
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bu sekilde oksidatif strese bagli doku hasarini en aza indirdikleri rapor edilmistir.'®
Bununla birlikte, antioksidan savunma mekanizmasinin kismen veya tamamen yetersiz
kalmasi halinde oksidatif stresin artacagi ve bunun da koroner kalp rahatsizliklar1 ve
kanser gibi bir takim rahatsizliklarin hem sebebi hem de sonucu olabilecegi
vurgulanmustir. 8%

Rezin igerikli restoratif materyallerin veya rezin esasli baglayici ajanlarin
yetersiz  polimerizasyonunun, aktive edilmemis serbest rezin monomerlerinin
olusmasina neden olabilecegi ve bununlarin da rezin matriksinden oral kavitedeki
stvilara salinabilecegi bilinmektedir.'*® Yetersiz polimerize edilmis rezin matriksinden
salinan materyaller olarak, TEGDMA, Bis-GMA, UDMA, HEMA ve MMA rapor
edilmistir.*** Ayrica, bu monomerlerin, insan gingival fibroblast hiicrelerinde
sitotoksisite durumlarinda hiicre icindeki major indirgeyici ajan olan GSH’mn
azalmasina neden oldugu ve GSH transferaz P1’in aktivitesini etkiledigi ifade
edilmistir.® TEGDMA ve HEMA gibi monomerlerin, sitotoksik etkilerinin oksidatif
stresle iliskili olabilecegi de bildirilmis olmasina ragmen Kesin olarak sitotoksisite
mekanizmasi ortaya koyulamarms‘ur.167
Bir restoratif materyal gelistirilirken, kimyasal ve mekanik 6zelliklerin yaninda

1% iy vivo olarak kullaniimasi

biyouyumlulugu da goéz oniinde bulundurulmaktadir.
diistiniilen materyallerin  dokular tzerindeki toksik etkilerinin ve olusabilecek
istenmeyen doku cevaplarmin degerlendirilmesi amaciyla in vitro biyouyumluluk
testleri gelistirilmigtir.**4 1

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunu degerlendiren arastirmalarda cesitli
test metotlar1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yaygin olarak kullanilan testler hayvan

deneyleri ve hiicre kiiltiir testleridir. Dental materyallerin sitotoksitesini degerlendirmek

icin hayvan deneyleri yapilmasinin uzun zaman almasi, pahali olmas1 ve etik olarak
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tartismalara neden olabilmesi hayvan deneylerinin dezavantajlaridir. Hiicre kiiltlir test
yontemleri ise, daha iyi standardize edilebilir ve tekrarlanabilirdir. Ayn1 zamanda,
hayvan deneylerine kiyasla uygulamasi daha kolay, daha az zaman alan ve daha
ekonomik testlerdir.’? 1SO 10993-5'° spesifikasyonuna gore in vitro sitotoksisite
testleri; direkt, indirekt ve Oziit testleri olmak tizere {i¢ farklt materyal hiicre temas
yontemiyle yapilabilmektedir. Dis hekimligi materyallerinin her {i¢ temas yontemiyle de
toksisite calismasi yapilmistir.*'’ Cao ve ark.® ve Saw ve ark.® farkli temas
sekillerinin sitotoksisite sonuglar1 tizerine etkilerini arastirdiklart c¢aligmalara gore,
direkt ve indirekt testler arasinda iyi bir iligki bulunmus, en az hassasiyeti ise 0ziit testi
gostermistir.

Hiicre kiiltiir yontemlerinde yaygin olarak MTT testinin giivenilirligi yapilan

14197, 198 Eotakis ve Timbrell®®, iki farkli hiicre hatti

calismalarda belirtilmistir.
kullanarak dort farkli sitotoksisite degerlendirme yonteminin etkinliklerini arastirdiklar
calismalarinda, noétral kirmizi ile MTT testlerinin sonuglarinin daha hassas oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, farkli toksisite testlerinin uygulanmasinin bir materyalin toksik
ozellikleri degerlendirilirken daha giivenilir sonuglar verecegini ifade etmislerdir. Bu

bilgiler 1s18inda ¢alismamizda hiicre kiiltiiri ve direkt temas test yontemleri tercih

edilmistir.

Restoratif dis hekimliginde kullanilan, polimerize olabilen biitiin materyaller i¢in
yetersiz polimerizasyon nedeniyle biyolojik reaksiyon olusturabilme riski ifade
edilmistir.'® Teorik olarak tam bir polimerizasyon miimkiin gibi goriinse de metakrilat
monomerlerinin, %25-50 oraninda ¢ift bag olusturmasi ve reaktive olmadan kalmalari,
bu nedenle de dentinal tiibiillerden gecip, pulpaya ulasarak biyolojik reaksiyonlara

neden olabilmelerinin s6z konusu olabilecegi bildirilmigtir.***2"
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Giil?® yapmis oldugu in vivo tez ¢alismasinda, 18-25 yaslar1 arasindaki, sadece
okliizal ¢iirtigli bulunan ve daha 6nce herhangi bir dental restoratif islem uygulanmamus,
saglikli, sigara ve alkol kullanmayan ve son ii¢ ay icerisinde herhangi bir ilag
kullanmamis bireylerin restoratif islemlerden 6nce ve sonra tiikiiriik 6rneklerini almis
ve tiiklirik Orneklerindeki artitk monomerleri ve oksidatif durum parametrelerini
degerlendirmistir. Calismasimin sonucunda, bir ay sonunda bile kompozitlerden
tikirige TEGDMA, HEMA, Bis-GMA ve UDMA ge¢isi oldugunu ve bu

monomerlerin oksidatif stres kaynagi olabilecegini belirtmistir.

Rezin bazli materyallerinin polimerizasyonu, materyallerin kimyasal igerikleri,
tonlari’® ve transliisentlikleri gibi materyale bagli®™ veya spektral dagilim, yogunluk ve
151k bashgmin konumu gibi 151k cihazina baghi®® faktorlerden etkilenebilmektedir.
Farkli 151k kaynaklar1 ve polimerizasyon yontemleriyle polimerize edilmis materyallerin

etkilerini arastiran galismalar bulunmaktadur, %0 206208

Catak<;1130

tez calismasinda, insan amniyon hiicresinden alinan fibroblast
hiicreleri iizerine kuartz-tungsten-halojen, LED, ve plazma ark 151k cihazlan
kullanilarak 20, 40, 80, 100 ve 140 Joule toplam enerji yogunlugunda 151k uygulamis ve
notral kirmizi testi yontemiyle canli hiicre sayisini, TAK ve TOD parametreleri ile de
oksidatif stres degerlerini 2, 24 ve 72 saat sonunda degerlendirmistir. Tung ve ark.?®
halojen ve LED 151k kaynaklari ile polimerize edilmis ii¢ farkli kompomer materyalin
insan pulpa fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini agar overlay metodunu

29 LED 151k cihaziyla 20 saniye ve 40 saniye

kullanarak arastirmiglardir. Ergiin ve ark
polimerize ettikleri bes farkli yapistirici rezin siman materyalinin 24 saat sonunda L-929
fare fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Ergiin ve ark.'%®
LED ve halojen 151k kaynaklariyla polimerize ettikleri dentin baglayici ajanlarin, 24 ve

72 saat sonra, L-929 fare fibroblast hiicreleri lizerine etkilerini arastirmislardir.
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Tung ve ark.’®® halojen ve LED isik kaynaklari ile polimerize edilmis ii¢ farkl
kompomer materyalin insan pulpa fibroblast hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kullanilan biitiin kompomerlerin orta derecede sitotoksik
etki gosterdigini belirtmislerdir. Ancak, LED 1sik cihazi ile polimerize edilen 6rneklerin
daha toksik oldugunu ifade etmislerdir. Isik kaynagina bagl farkliliklar1 ortadan
kaldirmak ic¢in ¢alismamizda, sadece LED 1sik kaynagi kullanilarak materyallerin

polimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Catakg:1,130 insan amniyon hiicresinden alinan fibroblast hiicreleri tizerine kuartz-
tungsten-halojen, LED ve plazma ark 1s1k cihazlarinin 2, 24 ve 72 saat sonunda farkli
enerji yogunluklarindaki sitotoksik etkilerini, notral kirmizi testi, TAK ve TOD
parametreleri ile degerlendirdigi tez ¢alismasinda, 100 ve 140 joule enerji
uygulamasimin her ¢ 151k sistemi ile de sitotoksik etki olusturdugunu, plazma ark ve
halojen 151k kaynaklariin, LED 151k kaynagindan daha fazla sitotoksik etki gosterdigini
ortaya koymustur. ilaveten, 20 ve 40 joule yogunluklarinda herhangi bir sitotoksik etki
goriilmedigini rapor etmistir. Benzer sekilde, Ergiin ve ark.!% caligmalarinda LED ve
halojen 151k kaynaklariyla polimerize ettikleri dentin baglayici ajanlarin, 24 ve 72 saat
sonra, L-929 fare fibroblast hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerini arastirdiklari
calismalarinda, LED 151k cihaziyla polimerize edilen dentin baglayici ajanlarin hiicre
canlilik degerlerini, halojen ile polimerize edilen materyallerin degerlerinden daha

yiiksek bulmuglardir.

k.2% tig farkl 11k kaynag ile farkli mesafelerden polimerize edilen

Ergiin ve ar
bes farkli kompozit materyalin, L929 fare fibroblastlari iizerine, 24 saat ve 72 saat
sonundaki sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kompozit materyallerin her
kombinasyonda sitotoksik etki gosterdigini ancak farkli mesafelerden ve farkli 151k

kaynaklar1 ile polimerize edilen materyallerin sitotoksisiteleri arasinda anlamli bir
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farklilik olmadigini ortaya koymamuislardir. Bununla birlikte, 1sik kaynaginin ucu ile
polimerize edilecek olan restoratif materyal arasindaki mesafenin, rezin esash
materyallerin yeterli polimerizasyon elde edilebilmesi i¢in 6nemli oldugu ve miimkiin
olan en az seviyede tutulmasi gerektigi belirtilmistir.?’” Arastirmanmn sonuclari
dikkatealinarak c¢alismamizda Orneklerin polimerizasyon mesafesi 2 mm olarak

ayarlanmigtir.

Beriat ve ark.?® LED ve halojen 151k kaynaklari ile polimerize edilmis bes
farkli kompozit rezinin, 8, 24, 48 ve 72 saat sonunda, L-929 fare fibroblast hiicreleri
tizerine sitotoksik etkilerini MTT testi yontemiyle inceledikleri ¢alismalarinda, LED ile
polimerize edilmis olan materyallerin hiicre canliligini daha az azalttigin1 rapor

etmislerdir.

Dis  hekimliginde  kullanilan  kompozit restoratif ~ materyallerin
biyouyumlulugunun artmasi i¢in, monomerden polimere donme oraninin miimkiin
oldugunca fazla olmasi gerektigi gosterilmistir.** Caughman ve ark.”*° doniisiim oran

arttik¢a sitotoksisitenin azaldigini ifade etmislerdir.

Arastirmacilar, rezin esasli materyallerden, sertlesme siirecinde farkli

211-213

monomerlerin  salinabildigini belirtmislerdir.® Rezin esasli materyallerin

biyouyumlulugunu, 6zellikle materyalden salinan c¢esitli monomerler ve uygulanan

yiizeyin Ozellikleri gibi faktorler etkilemektedir.®* Onceki arastirmalarda, salinan
monomerlerin hiicre kiiltiirlerinde biyolojik etkilere yol agtig1 ispatlanmlstlr.167’ 214

Literatiirde ¢esitli  materyallerin  sitotoksik  etkilerinin  karsilastirildigt

calismalarda, RMCIS materyallerin ¢alismamizdakine benzer sekilde diger

materyallerden daha toksik oldugunu ortaya koyan c¢alismalar mevcuttur.?>218

k.215

Selimovi¢ ve ar UMR-106 rat odontoblast benzeri hiicrelerinde, gelencksel ve
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rezin icerikli cam iyonomer simanlarin sitotoksik etkilerini karsilastirmak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismalarinda, arastirmamizin sonuglarina paralel bir sekilde RMCIS’lerin
anlaml 6l¢iide daha fazla toksisite gosterdiklerini belirtmislerdir.

Chen ve ark.?!® kompozit, kompomer, RMCIS ve CIS materyallerin insan siit
disi pulpa hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
calismamizin sonuglarina benzer sekilde biitiin materyallerin toksik etki gosterdigini,
ayrica, RMCIS materyalinin kompozit rezin ve kompomer materyallerinden daha toksik
oldugunu ifade etmislerdir. ilaveten, en diisiik toksisiteyi kompomer materyalin
gosterdigini ortaya koymuslardir. Calismamizda ise en diisiik toksisiteyi akict kompozit
rezin materyal (Grandia Flow) ve ormoser esasli materyal (Admira) gostermistir.
Sonuglar arasindaki farkliliklar, hiicre kiiltiirii ve degerlendirme kriterlerindeki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, akici kompozit rezinlerde doldurucu
iceriginin, c¢alismamizda kullandigimiz diger materyallere gore daha az olmast,
benzer igerikteki materyallere oranla daha fazla polimerize edilmis olmasi sonucunda
arttk monomer miktarinin azalmasini ve sitotoksik etkisinin azalmasini saglamig
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Becher ve ark.?® iki farkl kompomer 6ziitiiniin, GDMA, TEGDMA ve HEMA
soliisyonlarinin farkli konsantrasyonlarin, fare alveolar makrofaj kiiltlirii canlilig
lizerine olan etkilerini arastirdiklari ¢aligmalarinda, kompomerin %20-40 seyreltilmis
halinin 8 saat uygulanmasindan sonra %90, 20 saat sonra %80-95 canlilik orani,
seyreltilmemis Orneklerin uygulanmasindan 8 saat sonra %40-70, 20 saat sonra ise
%10-15 canlilik orani tespit etmislerdir. Toksik etkinin bu kadar fazla olmasinda,
kullanilan O6rneklerin 5 mm kalinlikta olmasi nedeniyle tamamen polimerize
olamamalari, bu nedenle de arttk monomerlerin fazla olmasmin etkili faktor

olabilecegini ifade etmislerdir. Rezin esasli materyallerde monomerden polimere
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donilisiim oraninin yiiksek olmasinin, saliman arttk monomer miktarini dolayisiyla da

221 Rezin esasl

materyallerin  sitotoksik etkilerini azaltacagi bildirilmistir.®
materyallerde, monomerlerin doniisiim oranina, kullanilan 15181n yogunlugu ve siiresi,
materyal igerisindeki baslaticilar ve monomer sisteminin 0zellikleri gibi ¢esitli faktorler
etki etmektedir. #®

Yapilan arastirmalar da, kimyasal ve 1sikla polimerize olan simanlarda 1518in
ulagamadig1 bélgelerin, higbir zaman kimyasal sertlesen simanlardaki kadar tam sertlige
ulagamadigin1 gdstermistir.?? Franz ve ark.?? tepilebilir olan ve olmayan kompozitlerde
yaptiklar1 calismalarda, biitiin materyallerde toksisite saptamislardir. Ayrica, biitlin
materyallerin 5 mm kalinlikta hazirlanan Orneklerinin 2.5 mm olarak hazirlanan
orneklerden daha fazla toksik bulundugunu belirtmiglerdir. Calismamizda, 6rnek
kalinliginda standardizasyon saglanabilmesi amaciyla, kullanilan biitiin materyallerin
ornekleri 2 mm kalinliginda hazirlanmistir.

Schmid-Schwap ve ark.?*

adeziv ve self adeziv rezin siman gruplarinin
sitotoksisitesini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, dual sertlesen simanlarin self cure
simanlardan daha az toksik etki gdsterdigini ortaya koymuslardir.

de Souza Costa ve ark.?!’ MDPC-23 (fare dental papilla hiicreleri) kiiltiirii
lizerine CIS ve RMCIS materyallerin sitotoksik etkilerini arastirdiklar ¢alismalarinda,
calismamiza benzer sekilde RMCIS materyallerin en yiiksek sitotoksik etki gdsterdigini
rapor etmislerdir.

Geurtsen ve ark.” RMCIS ve kompomerlerin sitotoksisitelerini karsilastirdiklari
calismalarinda, kompomer materyallerin orta derecede ve 1sikla sertlesen CIS
materyallerin ise, daha fazla toksisite gosterdigini belirtmisler ve ortamda diger

bilesenlere oranla ¢ok daha fazla bulunan TEGDMA ve bir foto initiatér olan DPICI

(diphenylliodoniumchlotide)’in sitotoksik reaksiyonlara birincil neden olabilecegini
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bildirmiglerdir. Ayrica, 24 saat sonunda en toksik etkiyi 1sikla sertlesen cam iyonomer
materyal ve kompomer materyalin gosterdigini ifade etmislerdir. Calismamizda, 24 saat
sonunda en toksik etkiyi HEMA igerikli Fuji 1l LC ve Bis-GMA igerikli Clearfil
Majesty materyalleri gostermistir. TEGDMA igerikli materyallerden Twinky Star ve
Glasiosite materyallerin sitotoksisitesi kontrol grubu ve diger materyallere kiyasla orta
diizeyde iken, Admira ve Grandio Flow materyallerinin sitotoksisite degerleri en diisiik
olarak kaydedilmistir. Arastirmamizda da, rezin igerikli Fuji II LC materyalinin
sitotoksisitesi, arastirmacilarin sonuglarimi desteklemektedir.

Harorli?® yapmis oldugu tez ¢alismasinda, TEGDMA nin konsantrasyona bagli
olarak farkli toksik etkiler gosterdigini gostermistir. Arastirmacinin tez calismasina
benzer sekilde c¢alismamizda da benzer konsantrasyonda TEGDMA igeren farkli
materyallerin (Twinky Star ve Glasiosite) 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki sitotoksik
etkileri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. 24 saat
sonundaki verilere gore ise, TEGDMA igeren hicbir grubun MTT degerleri arasinda
anlamli farklilik bulunmamistir. Diger zamanlardaki degerler arasinda tespit edilen
farkliliklar, degerlendirme zamanlarmin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Yapilan ¢alismalarda, dentinin bir¢ok materyal ve kimyasalin neden olabilecegi
hiicre zararin1 engelleyen etkin bir bariyer oldugu gésterilmistir.lz’ 226 Ayrica, dentin
disk kalinligr artirlldiginda dental materyallerin sitotoksisitesinin azaldigi da
belirtilmistir.??” Calismamizdaki sitotoksik etkilerin biitiin materyallerde zamanla artig
gostermesi, dentin bariyeri kullanilmamasina bagl olabilir. in vivo sartlarda restoratif
materyal ile pulpa hiicreleri arasinda kalacak olan dentinin, dogal bariyer gorevi gorerek
materyallerin sitotoksik etkilerini azaltacagi sdylenebilir.

k.228

Quinlan ve ar kompozit rezin ve kompomer materyallerin dentin

bariyerli/bariyersiz ve farkl 1sikla sertlesme oranlarinin insan endotel hiicreleri iizerine,
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24, 48 ve 72 saat sonunda, sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda, dentin
bariyersiz ve tam sertlesme olmadigi sartlarda her iki materyali de daha toksik
bulmuslardir. Ayrica ¢alismada kompozit materyalin kompomer materyalinden daha
toksik oldugu ortaya koyulmustur. Kompozit ve kompomer materyallerinin toksisitesi,
calismamizdakine benzer sekilde zamanla artis géstermis olmasina ragmen, Glasiosite,
Clearfil Majesty ve Grandio Flow materyallerinin toksisitesi 24 saat ve 72 saat arasinda
azalma gosterirken, 7 glin sonunda Onemli oranda artis gostermistir. Bu farkliligin
hiicre kiiltlirii ve degerlendirme siirelerindeki farkliliklardan ve dentin bariyerinden
kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tung ve ark. %

ti¢c farkli kompomer materyalinin insan fibroblast hiicreleri
lizerine uygulanmalarinin toksik etkilerini agar overlay yontemini kullanarak

arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kullanilan ii¢ kompomerin de ¢alismamizin sonucu ile

uyumlu olarak, orta derecede toksik oldugunu bulmuslardir.

k. ve Bouillaguet ve ark.”® HEMA molekiillerinin diigiik

Mendonga ve ar
seyrelti faktorii nedeniyle odontoblast benzeri hiicrelere dentin bariyerini gecerek
ulasabilecegini 6ne siirmiislerdir. Mendonga ve ark.?® smear tabakasinin kalinliginin bir
RMCIS’in baglanma giicii ve transdentinal sitotoksisitesine etkisini arastirdig
caligmalarinda, smear tabakasinin ince olmasi, kalin olmasi veya hi¢ olmamasi
durumlariin hepsinde toksik etki bildirmislerdir.

Stanislawski ve ark.'®’ fibroblastlar iizerinde TEGDMA kaynakli toksisitenin
mekanizmasini  arastirdiklari  galismalarinda, TEGDMA’nin  neden  oldugu
sitotoksisitenin hizli glutatyon bosalmasina bagli olabilecegini ve TEGDMA nedeniyle
salinan glutatyonun fibroblastlarda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden oldugunu

ileri siirmiiglerdir. Ayni calismada, toksik etkinin TEGDMA miktarlariyla orantili

oldugu da gosterilmistir. Calismamizda da, materyallerin tamaminda hiicre canliliginin
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en diisiik oldugu, 7 giin sonunda kiiltiir ortamlarindaki oksidatif stres degerleri en
yiiksek olarak Ol¢iilmiistiir. Bu da kiiltiir ortamindaki oksidatif stresin, toksisiteyi pozitif
yonde etkilemis olabilecegini agik bir sekilde gostermektedir.

Laboratuar kosullarinda kompozitlerdeki monomer saliminin biiyiik oranda ilk
24 saatte tamamlandigi, bundan dolayi, rezin kompozitlerin toksik etkilerinin daha ¢ok
bu sathada meydana geldigini ve azalarak devam ettigini bildiren ¢aligmalar

1

mevcuttur.®* Bununla birlikte, polimerizasyondan bir ay sonra bile monomerin

kompozit rezin dolgulardan tiikiiriige gectigini bildiren ¢aligmalar da meveuttur.?%% 2%
Bouillaguet ve ark. rezin materyallerin uzun doénem sitotoksisitelerini arastirdigi
caligmalarinda, bazi materyallerin zamanla azalsa da 8 hafta sonunda sitotoksik etkileri
oldugunu gostermiglerdir. Ayrica arastirmacilar, ytterbium trifluoride ve silicone
dioxide igerikli bir materyalin g¢alismamizdaki, ayni igerige sahip Filtek Silorane
materyaline benzer sekilde, baslangigtan ilk haftanin sonuna dogru hizli bir toksisite
artig1 gosterdigini ortaya koymuslardir. Ancak 8 hafta sonunda baslangi¢ degerlerine
gelmistir. Sitotoksisite degerlerindeki benzerlikler, kullanilan materyallerin ayn1 igerige
sahip olmasindan kaynaklanabilir.

Trichaiyapon ve ark.”®

akict kompozit ve mineral trioksit agregat (MTA)
materyallerin insan periodontal ligament hiicreleri (PDLC) {izerine sitotoksik etkilerini
karsilastirdiklari ¢aligmalarinda, yeni hazirlanmis olan MTA ve fluorid salimi yapabilen
akic1 kompozit rezin materyalleri daha toksik, diger akici kompozitleri en az toksik
olarak bulmuslardir. Arastirmacilarin sonuclarini destekler nitelikte calismamizda da,
akict kompozit rezin olan Grandio Flow en az sitotoksik etki goOsteren materyal
olmustur.

Fluorid icerigi etken olarak diisiiniilebilecegi gibi, CIS ve RMCIS’lerin

karsilastirildigi ¢alismalarin cogunda, RMCIS materyallerin ¢ok daha toksik bulunmast,
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fluoridin etkisinin diger bilesenlere oranla daha geri planda olabilecegi sonucunu da
diistindiirebilir. Bununla birlikte, Fuji II LC basta olmak iizere ¢alismamizda fluorid
igerigi olan materyallerin hepsi diger materyallere oranla daha fazla sitotoksik etki
gostermistir ve calismamizin bulgulart 6nceki arastirmacilarin sonuglariyla paralellik
gostermektedir. Ayrica baslangigta, fluorid salimi daha fazla olan Fuji II LC
materyalinin sitotoksik etkisinin fluorid salimina paralel bir seyir izlemesi de stiphemizi
dogrulamaktadir. Fakat, daha kesin sonuglar clde edebilmek ig¢in ileriye yoOnelik
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hanks ve ark.*® sivi sollisyonlarda nispeten daha zor c¢oziinen diger rezin
monomerleri ile HEMA’y1 kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, HEMA’nin diisiik molekiil
agirligindan dolayi, bu monomerin dentinden daha rahat gegebilecegini ifade
etmislerdir. Hanks ve ark.® yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, Bis-GMA, TEGDMA ve
UDMA’nin HEMA’dan daha toksik oldugunu vurgulamislardir. Arastirmamizda ise,
HEMA igerigi bulunan Fuji II LC materyali diger materyallerden daha toksik
bulunmustur. Farklilik, hiicre kiiltiirlerinin ve degerlendirme yontemlerinin farkl
olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Shajii ve ark.”* TEGDMA ’nin sitotoksik etkilerinden, molekiiler agirhg daha
diisiik bir ayrigma {rliniini olan TEGMA’nin sorumlu oldugunu gostermistir.
Calismamizda da molekiil agirligi diger monomerlerden daha diisiik olan HEMA
icerikli Fuji II LC daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Bis-GMA, TEGDMA, UDMA
ve HEMA gibi rezin monomerlerinin tip I kollajen, osteonektin ve dentin sialoprotein
gibi pulpa tamirinde 6nemli rol oynayan bazi proteinlerin olugmasina, DNA diizeyinde
etki edebildigi ve intraseliiler glutatyon salinmasina neden olabildigi bildirilmigtir.*®® 2%
Pulpa dentin kompleksinin dis uyaranlara tepkisinin, uygulanan dental materyallerden

ziyade, mikrosizintt varhigma bagli oldugu ve bakterilerin pulpal cevabi olumsuz
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etkileyebilecegini ve yikima neden olabilecegini ortaya koyan arastirmalarin dikkate
alinmasi gerektigi ve in vitro sartlarda elde edilen verilerin, materyallerin saglikli veya
ciiriikten etkilenmis yiizeylere uygulandigi klinik kosullardaki sonuglar1 tahmin etmede
yetersiz kalabilecegi ifade edilmistir.??® 23623

Sonug olarak, c¢alismamizda kullandigimiz materyallerin farkli oranlarda
sitotoksik etki gosterdikleri ve zamanla ortaya koyduklari toksisite degerleri ve oksidatif
stresle iligkilerini destekleyen kapsamli c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Klinik kosullarda
uygulanan rezin igerikli restorasyonlarin; pulpa ile aralarinda dentin dokusunun
bulunmasi1 ve baglayici ajanlarin kullaniliyor olmasi, agiz ortaminda 151k kaynaklari ile
yapilan polimerizasyonun farkli olmasi nedeniyle materyallerin sitotoksisitesi in vivo
kosullarda farklilik sergileyebilir.

Ozellikle derin dentin ciiriiklerinin restorasyonlar1 gibi, kavite hazirlandiktan
sonra kalan dentin kalinliginin az oldugu klinik kosullarda, rezin esasli materyallerle
basaril1 bir restorasyon yapilsa bile, materyallerden salinabilecek monomerlerin pulpaya
ulasabilecegi ve pulpa hiicrelerine sitotoksik etki gosterebilecegi asikardir. Bu sebeple,

rezin igerikli materyallerin biyouyumlulugunun artirilmasina yonelik ileri ¢aligmalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda kullanilan materyallerin tamami, 24 saat, 72 saat ve 7 giin
sonunda, insan fibroblast hiicreleri tizerine toksik etki gostermistir.

En fazla sitotoksik etki gosteren materyal RMCIS (Fuji Il LC), en az sitotoksik
etki gdsteren materyal ise akici kompozit rezin (Grandio Flow) olmustur.

. Materyallerin  igeriklerinin  sitotoksik etki a¢isindan Onemli oldugu
desteklenmistir. HEMA igeriginin sitotoksisiteyi artirict  faktér oldugu
gorilmistir.

Oksidatif stresin bir toksisite mekanizmasi oldugu goriisti desteklenmistir.

. Klinik olarak kullanilan rezin igerikli restoratif materyallerin tabaka yontemiyle
ve kalinlig1 2 mm’i gegmeyecek tabakalar halinde kaviteye uygulanmasi ve her
bir tabakanin yeterli poliperizasyonunun sitotoksisiteyi azaltmada etkili
olabilecegini diisiinmekteyiz.

. Klinik agidan basarili materyallerin ve bu materyallerin toksisitelerini azaltmaya

yonelik girisimlerin 6n planda oldugu ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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