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Vil

OZET

Bes Farkh Tek Asamal Self Etch Adezivlerin Hiicre Kiiltiirii Ortaminda
Sitotoksisitelerinin Degerlendirilmesi

Dis hekimliginde kullanilan adeziv rezinlerin, restorasyonlari dis dokusuna
giiclii bir sekilde baglamasi ve canli dokular iizerine toksik etkili olmamasi
gerekmektedir. Giiniimiizde klinik kullanimi1 gittikce artan self-etch adeziv
sistemlerin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde, genellikle materyalin hiicreler ile
direkt temasta oldugu in-vitro sitotoksisite testleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerde;
test edilen materyalin hiicre canlili§1, morfolojisi, membran biitiinliigii ve metabolik
aktivite lizerinde meydana getirdigi degisiklikler degerlendirilmektedir.

Bu calismanin amaci; dis hekimliginde yaygin olarak kullanilan, polimerize
edilmemis bes farkli tek asamali self-etch adezivin [Prime&Bond One Select (PB-
0OS), Optibond All-in-One (OB-AIO), G-bond (GB), Clearfil Universal Bond (CUB),
Single Bond Universal (SBU)] sitotoksik potansiyellerinin, hiicre kiiltiirii ortaminda
direkt temas yontemiyle kalitatif ve kantitatif olarak karsilastirilmasidir.

Aragtirmamizin ilk asamasinda; adeziv materyaller maymun bobrek epitelyal
hiicrelerine [CCL81(Vero)] direkt temas yontemi ile uygulandi. Hiicrelerin
yogunlugu ve morfolojilerindeki degisim ile birlikte, kiiltiir ortaminda olusan
reaksiyon zonlar1 tanimlanarak sitotoksisite kalitatif olarak degerlendirildi. Sonug
olarak; SBU, CUB, GB ve OB-AIO gruplarinda, test materyali etrafinda veya altinda
lem’yi asan zon olusumu belirlendi. PB-OS grubunda ise zon sinirlar1 1cm’ye yakin
bulundu.

Ikinci asamada ise; test materyallerinin dort farkli diliisyonu (%1, %0.1,
%0.01 ve %0.001) L929 fare fibroblast hiicre kiiltiirii ortamina ilave edildi. Ug farkli
zaman periyodunda (24, 48 ve 72 saat) inkiibe edilen test materyallerinin hiicre
proliferasyonuna etkileri MTT testi ile degerlendirildi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizinde; 24 saatlik inkiibasyon siireci sonunda CUB’nin, 48 saatlik
inkiibasyon siireci sonunda GB ve SBU’nun, 72 saatlik inkiibasyon siireci sonunda
ise OB-AIO’nun en sitotoksik materyaller oldugu belirlendi. Tiim adezivlerin
sitotoksik etkisinin doza bagimli olarak anlamli derecede arttif1 ve zamana bagh

olarak degisiklik gosterdigi gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Self-etch adezivler, hiicre kiltiirii, sitotoksisite.



ABSTRACT

Evaluation of Cytotoxicity of Five Different One-Step Self-Etching
Adhesives in Cell Culture Medium

Adhesive resins used in dentistry must strongly bond the restorations to the
dental tissue and should not be toxic for vital tissues. In-vitro cytotoxicity tests in
which cells directly contacted with material are usually used in determining cytotoxic
effect of self-etch adhesive systems that are increasingly used in clinics today. By
these methods; the changes caused on the cell vitality, morphology, membrane
integrity and metabolic activity have been evaluated.

The purpose of this study is to make comparision of potential for cytotoxicity
of five different one-step self-etching adhesives [Prime&Bond One Select (PB-OS),
Optibond All-in-One (OB-AIO), G-bond (GB), Clearfil Universal Bond (CUB),
Single Bond Universal (SBU)] that are widely used in dentistry with direct contact
method as qualitative and quantitative in the cell culture medium.

In the first phase of our research; the adhesive materials were applied on
monkey’s kidney epithelial cell line [CCL81 (Vero)] with direct contact method.
Cytotoxicity was assessed qualitatively by defining the reaction zones formed in the
culture medium with changes in the density and morphology of the cells. As a result;
in the SBU, CUB, GB, and OB-AIO groups, zone formation exceeding lcm around
and under the test material was identified. In the PB-OS group, zone formation
borders were found about to 1 cm.

In the second phase; four different dilutions (1%, 0.1%, 0.01% and 0.001%)
of the test materials were added to the L929 mouse fibroblast cell culture medium.
The effects on cell proliferation of the test materials which was incubated in three
different time periods (24, 48 and 72 hours) was assessed by MTT assay. In the
statistical analysis of obtained results; it was found that after 24 hours period CUB,
after 48 hours period GB and SBU, after 72 hours period OB-AIO were the most
cytotoxic materials. It was observed that the cytotoxic effect of all adhesives

significantly increased depending on dose and showed variety depending on time.

Key words: Self-etching adhesives, cell culture, cytotoxicity.



GIRIS VE AMAC

Saglik konusunda toplumsal biling diizeyinin ve estetik goriinlime verilen
onemin artmasi, 0zellikle restoratif dis hekimliginde hasta ve hekim beklentilerini
kargilayacak materyallerin gelistirilmesine sebep olmustur. Boylece, dis dokularina
daha giiclii baglanabilen, ¢igneme kuvvetlerine karsi direngli ve diisiik mikrosizintiya
sahip dental materyallerin liretilmesi yoluna gidilmistir. Dis hekimliginde kullanilan
restoratif materyaller hem dis dokular1 hem de ¢evre dokularla dogrudan veya dolayl
yoldan temas etmektedir. Bu nedenle; kullanilacak restoratif materyallerin canli
dokular tizerinde toksik olmamasi, pulpanin canliligini siirdiirmesine yardimci olmasi
ve bakteri penetrasyonunu engelleyecek sekilde dis dokusuna giiclii bir sekilde
baglanmas1 hedeflenmistir.

Dental restoratif materyallerin neden oldugu sistemik, alerjik ve toksik
reaksiyonlar olduke¢a nadirdir. Lokal olarak gelisen yan etkiler, genellikle materyale
kars1 asir1 hassasiyet ya da iltihabi degisikliklerdir. Konuyla ilgili yapilan
arastirmalarda; glimiis, kalay, bakir, civa, krom ve nikel basta olmak tizere, kompozit
rezinlerin organik bilesenleri ile bozunma {iriinlerine kars1 alerjik reaksiyonlarin
geligebildigi belirtilmistir. Kompozit rezinlerin polimerizasyonu sirast veya
sonrasinda birtakim artitk monomerlerin salindigi tespit edilerek, sitotoksik etkilerinin
artik monomerlerden kaynaklandigi iddia edilmistir. Dentin iizerine direkt olarak
uygulanan rezin materyallerin, pulpa ve digetiyle yakin temasta olduklarindan canl
dokular tizerinde biyouyumlu olmalar1 6nem arz etmektedir.

Dis hekimligi teknolojisindeki tiim gelismelere ragmen {istiin mekanik
ozelliklere sahip, antimikrobiyal etkili ve biyouyumlulugu yiiksek materyal ihtiyaci
giiniimiizde halen devam etmektedir. Son yillarda, asitleme ve primerleme
asamalarini ortadan kaldiran, kullanimi1 kolaylastirilmis, dis sert dokularina kimyasal
ve mikromekanik yolla baglanabilen, kimyasal yolla ve 1sikla sertlesebilen self-etch
karakterli kompozit rezin esasli adeziv materyaller gelistirilmistir. Giiniimiizde, dis
dokularma iyi baglanma ve klinik uygulama kolayliklar1 nedeniyle dis hekimleri
tarafindan giin gegtik¢ce daha fazla kullanilan self-etch adeziv sistemlerin, uygulama
asamalarinin sayis1 azaltilmistir. Adeziv sistemlerin igerdigi bilesenlerin, canli dis
dokular1 iizerinde sitotoksik etkilerinin olup olmadigmin anlagilabilmesi igin

biyouyumluluklarinin incelenmesi gerekmektedir. Bu materyallerin klinik olarak



yaygin sekilde kullanilmadan Once, ¢esitli sitotoksisite testlerini basariyla gegmeleri
ve kabul edilebilir biyouyumluluga sahip olanlarin kullanimina izin verilmesi
gerektigi  bildirilmigtir.  Yapilan ¢aligmalar, adeziv materyallerin fiziksel
ozelliklerinin yan1 sira biyouyumluluklarinin da arttirilmasi {izerine yogunlagmustir.
Restoratif materyallerin biyouyumlulugunu degerlendiren arastirmalarda genellikle;
hiicre kiiltiirii yontemi, hayvan deneyleri ve klinik ¢aligmalar kullanilmaktadir. Farkli
in-vitro sitotoksisite test yontemleri bulunmakla birlikte, restoratif materyallerin
biyouyumlulugunun degerlendirildigi hiicre kiiltiirii caligsmalarinda; hiicre canliligi,
morfolojideki degisiklikler, membran biitiinliigii ve metabolik aktivite arastirilmistir.

In-vitro hiicre kiiltiirii yontemleri; hizli, uygulanmasi kolay, kontrol edilebilir,
tekrarlanabilir ve maliyeti diigiik olan testlerdir. Ancak bu test sonug¢larinin, in-vivo
sartlarla uyumlulugu heniiz tartismalidir. Ciinkii, canli organizmalarda kullanilan
materyale karst kompleks biyolojik cevaplar gelismektedir. Yabanct bir maddenin
neden olacagi ilk hiicresel cevap, immiin sistem tarafindan verilmektedir. Materyalin
kompozisyonu ve sitotoksisitesi gibi faktorler, enflamasyona ve doku hasarina neden
olur. Sitotoksik bir materyal, hiicre biiylimesi ve cogalmasini engelleyerek apoptozis
veya nekroza yol acabilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci; dis hekimliginde yaygin olarak kullanilan, bes farkl tek
asamali self-etch adeziv materyalin (Prime&Bond One Select, Optibond All-in-One,
G-bond, Clearfil Universal Bond, Single Bond Universal) sitotoksisitelerinin hiicre

kiiltiiri ortaminda kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmesidir.



GENEL BILGILER

Modern dis hekimliginde; saglikli dis dokusu korunarak, ¢igneme
kuvvetlerine ve polimerizasyon biiziilmesine karsi koyabilen ve hastalarin estetik
beklentilerini  karsilayabilen restorasyonlarin elde edilmesi amaglanmaktadir.
Giliniimiizde minimal madde kaybini esas alan ve dis yapisini1 korumay1 dngoren daha
konservatif yaklasimlar 6n plana ¢ikmistir. Teknolojinin ilerlemesi ve adeziv dis
hekimliginde yeni materyallerin gelismesiyle beraber, ¢iiriikk tedavisi konusunda
oldukea biiylik degisiklikler ger¢eklesmis, daha beyaz dislere ve estetik giiliise sahip
olma arzusu artmistir. Adeziv sistemler sayesinde, saglikli dis dokusunun
kaldirilmast 6nlenmis, kavite boyutlar1 kiigiiltiilmiis, dis dokular1 ve restoratif
materyal arasinda gerceklesen mikromekanik kenetlenme sayesinde oral sivilarin,
bakteri ve bakteri {riinlerinin gecisi engellenebilmistir. Bu sayede klinik basariy1
olumsuz etkileyen; hassasiyet, kenar renklenmesi, sekonder g¢iiriik gibi problemler en
az seviyeye indirilmistir. Adeziv sistemlerin klinik basarisinda; mine ve dentin
yiizeyleri ile restoratif materyal arasindaki baglanmanin niceligi ve niteligi biiylik
onem arz etmektedir. Gilincel adeziv sistemlerin temelinin, dis dokularindaki
inorganik yapinin adeziv sistemlerdeki rezin monomerlerle yer degisim 6zelligine
dayanmasi, hem dis dokularmin yapisinin hem de adeziv sistemlerin ¢ok iyi

anlasilmasini zorunlu kilmaktadir (1, 2).

1. MINENIN YAPISI

Minenin kimyasal icerigini agirlik¢a yaklasik olarak %96 oraninda inorganik,
%1 oraninda organik yap1 ve geri kalanin1 da su olusturmaktadir. Minenin inorganik
yapist hidroksiapatit yapisinda olan kalsiyum-fosfat kristallerini, sodyum,
magnezyum, karbonat, klor, potasyum, ¢inko, silisyum, stronsiyum ve flor gibi
elementleri ihtiva etmektedir. Hekzagonal sekilli olan hidroksiapatit kristalleri bir
araya gelerek minenin ana yapisint olusturan prizmalar1 meydana getirmektedir.
Organik yapt ve su, mine prizmalarini olusturan hidroksiapatit kristalleri arasinda

dagilmis sekilde bulunmaktadir (3, 4).

2. DENTININ YAPISI

Dentin dokusu; birbirine paralel, kalsiyumdan fakir, karbonattan zengin apatit



kristalleriyle dolu kollajen matriksten meydana gelmis olup, disin hacimsel olarak en
biiyiik boliimiinii olusturmaktadir. Dentinin kimyasal kompozisyonunun %350’sini
mineral, %?20’sini plazma sivisina benzer sivi ve %30’unu Tip I kollajenlerin
olusturdugu organik matriks olusturmaktadir. Agirlikca %70 inorganik materyal,
%20 organik materyal, %10 su ve diger maddelerden meydana gelmektedir.
Inorganik yapmin biiyiikk béliimiinii hidroksiapatit kristalleri olusturmaktadur.
Dentinin en 6nemli yap1 elemanlarindan biri de odontoblast hiicrelerinin uzantisi
seklinde pulpa odasindan mine-dentin birlesimine kadar uzanan ve dentin boyunca
stv1 diflizyonunun gergeklestigi tiibiillerdir. Tiibiillerin i¢inde odontoblastik uzantilar
ile beraber dentin sivis1 vardir. Pulpa odasma dogru birbirlerine yaklasan tiibiiller,
mine-dentin smirinda sayica azalmaktadir. Dentin, tiibiillerden gecerek pulpal
reaksiyonlara neden olabilecek maddelerin konsantrasyonlarini azaltma islevini
gerceklestiren bir bariyer islevi gormektedir (5, 6).

Dentin dokusunun gecirgenligi, materyallerin dentine baglanmasi ve pulpa
tizerindeki biyolojik etkileri bakimindan onemlidir. Dentin gecirgenligi en fazla
pulpa yakininda veya pulpa boynuzlari civarinda goriilmektedir. Pulpaya
yaklasildikca mm?®’deki tiibiil sayisi ve ¢apmin artis gdstermesi, tiibiiller arasi
kollajenin derin dentinde daha az olmasi bu gegirgenlik farkliligini agiklamaktadir.
Dentinin gegirgenligini azaltan faktorlerden biri ise kavite preparasyonu sirasinda
meydana gelen, organik ve inorganik yapilardan olusan smear tabakasidir. Dentin
gecirgenligi iki farkli sekilde tanimlanmaktadir. ilki, dentin hassasiyetinden veya
agridan sorumlu tutulan ve sivinin dentin tiibiilleri i¢inden akist olarak tarif edilen
intratlibiiler gecirgenliktir. Bu tiir gecirgenlige 6rnek olarak; maddelerin dentin s1visi
ile dolu tiibiillerden diflizyon yoluyla pulpaya ulasmasi veya rezin monemerlerin
dentin tiibiilleri icine dogru penetre olmasi verilebilir. Ikinci tip gegirgenlik ise,
monomerlerin intertiibiiler dentine diflizyonu olarak tarif edilen intertiibiiler dentin
gecirgenligidir. Bu tiir gecirgenlikte monomer infiltrasyonu ve sonucunda hibrit
tabakanin olusmasi icin, kollajen fibrillerin agiga ¢ikmasi ve demineralize olmasi
gerekmektedir. Monomerlerin, demineralize olmus dentinin kollajen fibrilleri
arasindaki  bosluklara infiltrasyonu diflizyon yoluyla gerceklesmektedir.
Monomerlerin diflizyonunda, primer veya baglayici ajan icindeki farkli molekiil

agirligina sahip monomerlere ve zamana bagh farkliliklar goriilmektedir.



Demineralize mine ve dentin igine diisilk molekiil agirligina sahip molekiillerin
diflizyon oram1 daha fazla iken, uzun siire zarfinda diflizyon orani daha az olan

monomerler bile daha derinlere difiize olabilmektedir (7-9).

2.1. Dentin Gegirgenligi ve Monomer Difiizyonunu Etkileyen Faktorler

Yiiksek su miktar1 ve asidik pH gibi durumlarda, kollajen fibrillerin cap1 ve
uzunluklart artmakta, fibriller arasi bosluk azalarak monomerlerin kollajen aginin
icine infiltrasyonu zorlasmaktadir. Hava ile kurutma ve ¢oziiciilerin dehidratasyon
yapmast gibi durumlarda ise, kollajen fibrillerin caplar1 azalarak kii¢iilmekte ve
fibriller aras1 bosluklar artmaktadir. Monomerlerin demineralize dentin matriksi igine
difiize olmalar1 ve polimere doniisiimii, intertiibiiler dentin i¢indeki suyun miktarina
bagl olarak degismektedir. Yiizeydeki su uzaklastiktan sonra pulpadan tiibiillere
dogru daha ¢ok sivi akist olacagi i¢in, pulpayla direkt baglantili olan bolgelerin
dehidrate olmasi zorlasacaktir. Adeziv monomerlerin difiizyonu; ¢oziicii icerisindeki
cozlinebilirliklerine, konsantrasyonlarina, penetrasyon ic¢in verilen zamana,
monomerin difiizyon katsayisina ve substrata karst olan afinitesine bagli olarak
farklilagsmaktadir. Hibrid tabakasini olusturan monomerlerin infiltrasyonunda,
tiiblillerin sahip oldugu lateral yan dallarin rezinler tarafindan doldurulmas: da

onemlidir (10-12).

3. DiS HEKIMLiIGiINDE KULLANILAN ADEZiV SiSTEMLER

Adeziv dis hekimliginin temeli, dis dokularindaki inorganik yapinin baglayici
ajanlardaki sentetik rezinlerle yer degistirme Ozelligine dayanmaktadir. Dental
adezivlerin baglanma kapasitesi, iki katli adezyon temeline dayanir. Ilk olarak
mineye ve dentine baglanan adeziv, ikinci olarak kompozit tabakasina baglanir. Mine
ve dentine baglanma mikromekanik adezyon ile agiklanirken, kompozite baglanma
oksijen inhibisyon tabakasindaki artik ikili baglarin ko-polimerizasyonuyla ifade
edilmektedir. Bu durum, polimerizasyon sirasinda rezin monomerler ile inorganik dis
yapisinin birbirine sikica kenetlenmesiyle saglanir. Mikromekanik retansiyon; bir
diflizyon siireci olup, minede meydana gelen bosluklarin ve dentinde korunmasiz
kalan kollajen aginin rezin ile basit bir kenetlenmesidir. Mikromekanik kenetlenme

sirastyla; deminerilizasyon, rezin infiltrasyon ve polimer diizenlenmesi seklinde



olusmaktadir. Mine ve dentinin belli bir miktar deminerilize olmasinin yaninda, rezin
bilesenlerin 1slatma, difiizyon, penetrasyon ve polimerizasyon kapasiteleri de
olduk¢a 6nemlidir (13-16).

Mikromekanik adezyon, dis sert dokulari ile restoratif materyallerin
baglanmasi i¢in temel faktor olarak kabul edilir. Dental adeziv kullaniminin asil
amaci; dis dokular1 ve adeziv rezin arasinda gerceklesen mikromekanik kenetlenme
sayesinde, kompozit dolgu ya da rezin simanlara retansiyonu saglamaktir.
Restorasyonlarin  klinik bagarisizlii; retansiyon kaybina bagli mikrosizintt,
hassasiyet, kavite marjinlerinde renk degisikligi ve sekonder c¢iiriikk olarak karsimiza
¢ikmaktadir. lyi bir adeziv restorasyon, mekanik kuvvetlere direngli olmanin yan
sira, Ozellikle kompozit tabakasindan kaynaklanan biizilme streslerinin kavite

kenarlarinda neden oldugu mikrosizintiy1 dnleyebilmelidir (17, 18).

3.1. Adeziv Sistemlerin Simiflandirilmasi

Adeziv sistemler, ge¢miste lretim siiregleri dikkate alinarak yedi farkl
jenerasyon seklinde veya baglayict sistemlerin smear tabakasiyla iligkisine gore;
smear tabakasini modifiye eden, tamamen kaldiran veya ¢dzen baglayici ajanlar
olarak smiflandirilmistir. Giiniimiizde gecerli olan siniflamada ise, klinik uygulama
basamaklar1 g6z 6niinde bulundurulmus ve ayrica dis dokulartyla etkilesim 6n planda
tutulmustur. Dental adeziv sistemler bu siniflamaya gore; total-etch, self-etch ve cam
iyonomer adeziv sistemler adi altinda ii¢ ana baglikta incelenmektedir (Sekil I) (19,

20).
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Sekil I: Van Meerbeek ve arkadaglarina (2003) gore adezivlerin siniflandirilmasi.



3.1.1. Total-etch Adeziv Sistemler

Genel olarak smear tabakasinin uzaklastirilmasin1 hedefleyen bu sistemler;
yiizeyel dentinde demineralizasyon alanlar1 olusturarak mikromekanik adezyon ve
diflizyon temeline dayali bir baglanma saglamaktadir. Total-etch tekniginde 4. ve
5.kusak adeziv sistemler kullanilmaktadir. 4. kusak adezivler; asit + primer + adeziv
rezin uygulamalarini igeren {i¢ basamakli bir sistemdir. 5. kusak adezivler ise; asit +
primer ve adeziv rezin uygulamalarinin tek basamakta toplandig iki basamakli bir
sistemdir. 5. kusak sistemlerde; ¢oziici ve monomer rezin igeriginin tek sisede
toplanmas1 ve organik coziiciiniin suyla hizla yer degistirmesi nedeniyle primer
solliisyonunun uygulanmasina gerek kalmaz. Su, etanol veya aseton gibi ¢oziiciilerde
¢ozlinmiis olan primer sollisyon dis ylizeyine adezyonu arttirmaktadir. Primerin
icerisinde, kollajen aginin 1slanabilirligini ve tekrar genlesmesini saglayan ve adeziv
rezinin baglanma giiclinii arttiran hidrofilik HEMA (Hidroksietil metakrilat)
monomeri bulunmaktadir. Coziicii icermeyen hidrofobik monomerlerden olusan
adeziv rezin ise doldurucu partikiiller icermektedir. Adeziv rezin, kollajen lifler
arasindaki boslugu doldurarak polimerizasyon isleminin ardindan rezin taglarin
olusumunu saglar ve mikromekanik baglanmay1 gerceklestirir (6, 21-23).

Gilinitimiizde ¢ogunlukla iki asamali olarak kullanilan total-etch sisteminde ilk
asama, piiriizlendirme ve yikama (etch and rinse) seklindedir. Mine ve dentin
dokular1 ayni1 anda fakat farkli siirelerde pH degeri 0.1-0.4 ve konsantrasyonu %34-
37 arasinda degisen fosforik asit jeli ile piiriizlendirilmektedir. Total-etch adeziv
sistemler minede etkin ve uzun siireli baglanma basarisina sahip iken, dentin
uygulamalar1 oldukg¢a yliksek teknik hassasiyet gerektirmektedir. Dental restoratif
materyaller ile mine dokusu arasinda adeziv bir baglanti gergeklestirebilmek ve mine
ylizeyinde mikroskobik seviyede piriizliiliik olusturabilmek i¢in, belirli
konsantrasyonda asit uygulanmasina ihtiya¢ vardir. Boylece minenin temizlenmesi,
plriizliiliigiin saglanmas1 ve yeterli monomer infiltrasyonu ger¢eklestirmek i¢cin mine
ylizey enerjisinin arttirilmasi gerekmektedir. Bu durum, mine yiizey geriliminin
azalmasina neden olur. Yiizey 1slanabilirliginin artmasindan dolay1, diisiik viskoziteli
rezinin mikrobosluklara penetrasyonu daha kolay gerceklesmektedir. Ayrica, bu
uygulama sayesinde mikroorganizma sayisinda %75-95 oraninda bir azalma

goriilmektedir. Mine yiizeyinde olusan piiriizlenmenin yapist; kullanilan asidin



cesidi, formu, konsantrasyonu ve uygulama siiresinin yani sira, minenin kimyasal
yapisi, prizmalarin varligi, icerdigi floriir ve demineralizasyon miktar1 gibi bir¢cok
etkene bagli olarak degisiklik gostermektedir. Mine ylizeyini piiriizlendirmeyi
takiben uygulanan baglayici ajanlar sonrasinda, mine prizmalarinin etrafinda
makrotaglar, mine prizmalarinin i¢ yiizeylerinde mikrotaglar izlenmektedir (24, 25).

Kavite preparasyonu esnasinda; debris, denature kollajen, hidroksiapatit ve
mikroorganizmalardan meydana gelen, ortalama 0.5-2um kalinliginda bir smear
tabakasi ve dentin tiibiilleri i¢inde 1-3um’lik smear tikaglari olusmaktadir. Smear
tabakas1 ve tikaglari, dentin sivisinin hareketini ve dentin tiibiillerine veya
intertlibiiler dentine diflizyonu azaltan dogal bir dentin bariyeri olarak davranir. Bu
nedenle, total piiriizlendirmeli adeziv sistemlerde baglayici ajandan Once asit
uygulamasi ile tamamen uzaklastirilmasi: gerekmektedir. Boylece, intertiibiiler ve
peritiibiiler dentin demineralize olurken, 3-10pum’lik derinlikte kollajen aginin aciga
cikmasi saglanir. Dentinde fosforik asitle 15sn’lik asitleme islemi sonucunda,
kollajen yapisina zarar verilmeden yiizeyel kollajen fibrillerinin ortaya c¢iktigi
gozlenmistir. Total-etch sistemler kullanildiginda, dentinde kollajen aginin
cokmemesi i¢in bir miktar neme ihtiya¢ vardir. Bunu saglamak amaciyla, iki farkli
yaklasim oOnerilmektedir. Ilk yaklasim, asit uygulanmis dentinin havayla
kurutulmasmin ardindan ¢éken kollajen aginin, primer uygulamasi sonucu tekrar
genlestirilmesidir. Diger yaklagim ise, yikama isleminin ardindan dentinin tiimiiyle
kurutulmayarak hafif nemli birakilmasidir. Bununla birlikte, gereginden fazla
birakilan nem, rezinin baglanma dayanikliligin1 olumsuz yonde etkilemektedir (22,
26-28).

Dentinin asitle muamelesi; kollajen agini1 aciga cikartarak, hidroksiapatitleri
ortamdan uzaklastirir ve rezinin agiga ¢ikmis kollajen agi i¢ine infiltrasyonu ve
hibridizasyonu sayesinde hibrit tabakasi ile baglant1 gergeklesir. Ancak, burada bir
kimyasal baglantidan s6z etmek miimkiin degildir. Cilinkii monomerlerin fonksiyonel
gruplarinin, hidroksiapatitin uzaklastig1 kollajene ¢ok zayif bir afinitesi vardir. Diisiik
viskoziteli adeziv rezin, agia cikarilan kollajen igerisine penetre olur ve bunun
polimerizasyonuyla birlikte yiizeyel dentin ve tiibiil duvarlarinda mikromekanik
kenetlenme gerceklesir. Bdylece oral sivilar ve asitlere karsi direngli bir hibrit

tabakasi meydana gelir. Baglayici ajanin dentin tiibiilleri igerisine sizarak polimerize



olmas1 baglant1 kuvvetini arttirmanin yani sira, rezin-dentin ara yiiziindeki baglanma
alaninda bir hasar olugmasi halinde tiibiil agizlarim tikayarak muhtemel pulpa
hasarmi Onleyebilecektir. Asitle piiriizlendirmenin diger bir 6nemi ise, ¢iiriikkten
etkilenmis dentinde bakteri sayisin1 olduk¢a azaltmasidir. Piiriizlendirme amaciyla
uygulanan asitlerin hipertonik yapida olmasi, dentin sivisinin pulpadan mine-dentin
siirina dogru hareketini desteklemektedir. Boylece, tiibiillerden disar1 akan sivi hem
asidi seyreltmekte hem de dentine daha az infiltre olmasina neden olmaktadir.
Kullanilan asidin tipi, uygulama siiresi, konsantrasyonu, pH’s1 ve viskozitesi de
demineralizasyon derinligini etkileyen diger faktorlerdir (24, 29, 30).

Asit uygulamasini takiben ikinci asama; aseton, etanol veya su gibi organik
bir ¢oziicli ve bifonksiyonel rezin monomerler i¢eren bir primer ajan uygulanmasidir.
Bifonksiyonel yapidaki monomerler; hidrofilik ozellikleri sayesinde agiga cikan
kollajen fibriller arasina penetre olabilmekte, hidrofobik ozellikleri ile de adeziv
rezinle birlikte polimerize olabilmektedir. Bununla birlikte primer ajan; agiga ¢ikmis
kollajeni desteklemenin yani sira, HEMA gibi hidrofilik bir monomer ile kaplayarak
kollajen ag fibrilleri arasinda bulunan 15-20nm’lik dogal mesafeyi korumaktadir.
Boylece primer, nemli kollajen agdaki su ile yer degistirirerek, nano bosluklara
monomer infiltrasyonunu gerceklestirmektedir (31, 32).

Ideal bir penetrasyon ve hibridizasyon saglamak amaciyla, asitle
piiriizlendirme ve yikama islemlerinden sonra baglayict ajanin nemli dentin {izerine
uygulanmast (wet bonding) gerektigi bildirilmistir. Asir1 kurutma sonucunda,
kollajen agin ¢okecek olmasindan dolayi, uygulanan adeziv rezinin kollajen ag icine
penetrasyonu kisitlanacak ve ideal bir hibrit tabaka olusamayacaktir. Bununla
birlikte, klinik ortamda ideal bir nem diizeyinin elde edilmesi, teknik hassasiyet
gerektirdiginden her zaman miimkiin olamamaktadir. Dentin ylizeyinde arta kalan
fazla suyun, baglanmayi olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Demineralize dentine
infiltre olmus ve ¢oziiciisii uzaklasmis monomerlerin arasina giren fazla su, hibrit
tabaka icerisindeki bazi bdlgelerin sudan zengin ancak rezinden fakir hale gelmesine
ve dolayisiyla nanosizintiya neden olmaktadir. Nanosizinti bolgeleri; rezinle
kaplanmamis korunmasiz kollajen alanlar olusturarak, zaman igerisinde baglanma

bolgesinde bozulmalar meydana getirmektedir (33-35).
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3.1.2. Self-etch Adeziv Sistemler

Uygulama siiresini ve teknik hassasiyeti azaltmak amaciyla total-etch
sistemlere alternatif olarak, ilk kez 1990’11 yillarin basinda piyasaya siiriilen self-etch
adeziv sistemler; dis yiizeyini kendiliginden asitle piiriizlendirme 06zelligine ve
yikama ve kurulama islemi gerektirmeyen polimerize olabilen monomer igerikli
primerlere sahiptir. Self-etch sistemlerde; total piiriizlendirme sistemlerinde oldukga
stk karsilagilan dentinin asir1 piiriizlenmesi, ¢oken mineraller sebebiyle monomer
infiltrasyonunun kisitlanmasi, kollajen agin c¢okmesi, post-operatif hassasiyet ve
diisitk baglanma gibi sorunlarla daha az karsilasilmaktadir. Bu sistemlerde; klinik
uygulama zamani kisalmis, nemli baglanma teknigini kullanma mecburiyeti ortadan
kalkmis ve bdylece teknik hassasiyet gerekliligi azalmistir. Asidik monomerlerin
mine ve dentin ylizeylerinde piiriizlendirme ve primer uygulama islemleri es zamanl
olarak gerceklesmektedir. Self-etch adeziv sistemlerde; mine ve dentinde
demineralizasyon olusturularak smear tabakasi modifiye edilmekte, monomerin
infiltrasyonu ve polimerizasyonu ile interdifiizyon alani olusmakta ve ylizeyel
dentindeki kalsiyum ile kimyasal baglanma saglanabilmektedir. Monomer difiizyonu,
aciga cikan kollajenin etrafin1 sararak hibrit tabakayi olusturmaktadir. Smear
tabakasinin kalinligi, primerin pH’s1, viskozitesi ve nemlendirme kapasitesi gibi
faktorler self-etch adeziv sistemlerin infiltrasyon ve demineralizasyon derinligini
etkilemektedir. Asit ve primer islevi gorebilen bu sistemlerin asiditesi, dentin
stvisinin tamponlama potansiyelini asacak kapasiteye sahip olmalidir. Ayrica, smear
tabakasina difiize oldugunda suyla yer degistirebilecek yeterli monomer igermelidir
(20, 22, 36-38).

Self-etch adezivler; iki ve tek basamakli olabildikleri gibi, asiditelerine gore
zay1f, orta ve giiclii olarak siniflandirilirlar. ilk {iretilen self-etch adezivler, dentin ve
mine ylizeyinin self-etch primer ile diizenlenmesini takiben adeziv rezin uygulanmasi
seklinde kullanima sunulmustur. Iki basamakli self-etch sistemler; asit ve primer
islevi goren hidrofilik primerle kombine edilmis asidik monomerin ve hidrofobik
adeziv rezinin yer aldig1 iki farkli siseden olusur. Coziicii igerigi sudan ibaret olan,
asidik primer ve adeziv rezin sollisyonlarinin dise ayri1 ayr1 uygulandig: tiplerinin
yant sira, ayri siselerdeki asidik primer ve adezivin esit miktarlarda karistirilarak tek

asamada dise uygulandig: tipleri vardir. Total-etch teknigine oranla minede daha az
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etkili olan bu sistemlerle, ylizeyel dentine 25MPa civarinda baglanma kuvvetleri elde
edilebildigi bildirilmistir. Tek agamal1 self-etch adeziv sistemlerde ise; asit, primer ve
adeziv rezin uygulama basamaklari birlestirilerek, giiniimiizde “all-in-one” self-etch
sistemler iretilmeye baslanmistir. Bu sistemler; yapilarindaki hidrofilik asidik rezin
monomerin fazla olmasi sebebiyle nemli dentin yilizeyi olusturmada oldukga etkili
olsalar bile, bu durum uzun dénemde hidrolitik degredasyona neden olmaktadir. Tek
basamakli self-etch sistemlerin avantaji, hidrofobik ve hidrofilik monomerlerin ayni
sisede toplanmasi ve boylece klinik uygulama basamagi ve siiresinin azaltilmasidir.
Bununla birlikte, diisiik olan baglanma kuvvetleri sorun olusturmakta ve su dentin
ylizeyinden tamamen uzaklastirilamadigl i¢in rezinin polimerizasyonu olumsuz
yonde etkilenerek nanosizinti riski artmaktadir (22, 39-41).

Self-etch adeziv sistemler, pH degerlerine ve asitleme potansiyellerine gore;
giicli (pH<I), orta (1<pH<2) ve zayif (pH>2) olarak siniflandirilmaktadir. Asitle
piiriizlendirmede; uygulanan asidin konsantrasyonu, formu, uygulama siiresi ve
yontemi, dis dokusunun mineral igerigi ve gecirgenlik diizeyi oldukc¢a onemlidir.
Genellikle %32-40’lik fosforik asit veya buna alternatif olarak %20’lik poliakrilik
asit, %10’luk piruvik ya da sitrik asit, %2,5-10’luk maleik asit, %1,5-3,5’luk oksalik
asit, %2,5’luk nitrik asit, sialik veya benzoik asit kullanilmaktadir. Mine yiizeyinde
en iyi sonuclarin %37’lik fosforik asit uygulamasiyla elde edildigi, zayif asiditeli
self-etch sistemlerin smear tabakasini kaldirmada yetersiz kaldigi belirtilmistir.
Diistik pH degerine sahip olan self-etch adezivler; dentinde total piiriizlendirmeli
adeziv sistemlere benzer bir demineralizasyon saglayarak hidroksiapatitleri dentin
ylizeyinden tamamen uzaklagtirmaktadir. Diisiik hidrolitik stabiliteye sahip
¢coziinmiis kalsiyum fosfatin yikanarak uzaklastirilamamasi ve rezin monomerlerin
derin demineralize bolgelere tam olarak sizamamasindan dolay1 birtakim mikro-
bosluklar meydana gelmektedir. Ayrica, kollajenle stabil bir kimyasal etkilesim
gerceklesmemesinden dolayi, eksik hibridizasyon sonucu baglanma kuvvetleri ciddi
bir sekilde zayiflamaktadir. Orta asiditeli self-etch primer uygulamasiyla, hibrit
tabakanin en st kismi tamamen, tabani ise kismen demineralize olmaktadir. Orta
asiditeli self-etch sistemlerde, hibrit tabakanin en derin bolgesi dahi hidroksiapatit
icerdigi i¢in, hibrit tabakadan altindaki etkilenmemis dentine kademeli bir gegisin

gbzlenmesi 6nemli bir avantajdir. Hibrit tabakanin tabaninda bulunan hidroksiapatit,
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kimyasal baglanmay1 miimkiin kilmaktadir. Bu tiir adezivler, zayif asiditeli self-etch
sistemlere oranla mine ve dentine daha iyi bir mikromekanik kilitlenme

saglamaktadir (6, 22, 26, 42).

3.1.3. Cam iyonomer Adeziv Sistemler

Cam iyonomerler; dis yiizeyine herhangi bir uygulama yapilmadan ve bir
aract madde gerektirmeden kendiliginden kimyasal olarak baglanabilen tek restoratif
materyal olma ozelligini korumaktadir. Ancak, zayif polialkenoik asit ile bir 6n

muamele yapilmasinin baglanma etkinligini arttirdig1 belirtilmektedir (43).

4. DENTAL ADEZIVLERIN KiMYASAL BILESENLERI

Adezivler geleneksel olarak; akrilik rezin monomerler, baslaticilar,
inhibitorler, ¢oziiciiler ve baz1 doldurucu partikiiller icermektedir. Her bir komponent
ozel bir fonksiyona sahiptir ve bunlarin bilinmesi adezivin potansiyelini belirlemek

acisindan oldukga 6nemlidir.

4.1. Akrilik Rezin Monomerler

Dental adezivler, kompozit tabakasiyla iyi bir kovalent bag olusturabilmesi
amaciyla, kompozit materyallere benzer olarak rezin monomerler igermektedir.
Adezivlerde matriks olarak adlandirilan polimerize olmus rezinler, kimyasal
stireklilik ve fiziko-mekaniksel 6zellikler bakimindan omurga islevi gormektedir. Bu
nedenle monomerler, adezivlerin en Onemli bileseni olarak diisiiniilmelidir.
Monomerler temel olarak, capraz baglayicilar ve fonksiyonel monomerler olmak
tizere ikiye ayrilirlar. En yaygin monomerler, akrilatlar ve metakrilatlardir. Akrilat ve
metakrilatlar arasindaki temel farklilik; akrilatlarin ikili baglarinin ¢ok daha duyarh
olmasi ve bu nedenle biyouyumluluk ve raf émrii sorunu olugturmalaridir (44, 45).

Bu monomerlerden metakrilik asit (MA) giiglii irritan ve koroziv etkisi
nedeniyle, metil metakrilat (MMA) ise alerjik reaksiyon olusturma riski yiiksek
oldugu i¢in adezivlere ¢ok nadir eklenmektedir. Dis hekimligi disinda da yaygin
kullanim alan1 olan HEMA (2-hidroksietil metakrilat), nispeten iyi biyouyumluluk
sergileyen bir monomerdir. Polimerize olmamis HEMA; su, etanol ve/veya asetonda

iyl ¢oziinebilmekte ve az da olsa adeziv soliisyonlardan buharlasabilmektedir.
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HEMA’nin diger bir dnemli 06zelligi, deminerilize ajan olarak kullanilmasa da
hidrofilik yapist nedeniyle miikemmel bir adezyon arttirict olmasidir. Dentinin
1slanmasini arttirarak, baglanma kuvvetini 6nemli 6l¢iide gelistirir. Di-HEMA -fosfat
ve HEMA-fosfat monomerleri, mine ve dentinde derin deminerilizasyon olusturan,
diisiik bir pH sergilemektedirler. Di-metakrilatlardan Bis-GMA (bisfenol-A glisidil
metakrilat), UDMA (iiretan dimetakrilat), ve TEGDMA (trietilen glikol
dimetakrilat); adeziv sistemlerde en sik kullanilan ¢apraz baglayici monomerlerdir.
Dogrudan siki ¢apraz bagli polimerler olusturarak adeziv sistemlere mekanik giic
saglarlar (23, 45-49).

Monomerlerin serbest uclari; hem fonksiyonel hem de polimerize olabilen
gruplar1 tutmasi haricinde, polimerlerin 6zellikleri lizerine 6nemli etkiye sahiptir.
Elde edilen polimerlerin fiziko-mekanik kuvvetlerinin belirlenmesinde, doniisiim
oranlart Onemli yer tutar. DOniisiim nadiren tamamlanir, genellikle dental
kompozitlerde ve ozellikle basitlestirilmis adezivlerde doniisiim derecesinin diigiik
oldugu gosterilmistir. Diisiik doniisiim oranlari; diisiik mekanik kuvvetler haricinde,
yikksek gecirgenlik, daha fazla su emme, nanosizintinin artmasi, dis-kompozit
baglantisinin bozulmasi, polimerize olmamis artik monomerlerin daha fazla sizmasi
ve dolayistyla dental adezivlerin daha az biyouyumlulugu ile sonuglanmaktadir. Son
yillarda, rezin monomerlerin biyouyumluluklari konusu siklikla giindeme gelmistir.
Yapilan bazi caligmalarda, artik monomerlerin polimerizasyon sonrasi tiikiiriikte
coziinebilecegi ve rezin bozulmasmin agiz i¢inde monomerlerin daha fazla
salinmasina yol acabilecegi gosterilmistir. Monomerlerin sitotoksik etkilerinin yan1

sira, potansiyel endokrin-yikici etkileri de endiseleri arttirmistir (44, 50, 51).

4.2. Baslatic1 Sistemler

Rezindeki monomerlerin polimerlesmesi, radikal bir polimerizasyon
reaksiyonu sayesinde gerceklesir. Bu reaksiyonun meydana gelmesi igin,
polimerizasyon reaksiyonlari sirasinda harcanacak olan baslaticilarin kiigiik bir
miktart yeterlidir. Olusan radikaller, radikal polimerizasyon reaksiyonunu
gerceklestirmektedirler. Radikaller bir dizi termal, fotokimyasal ve redoks
yontemleriyle iiretilebilmektedir. Redoks baslaticilar baska bir bilesen karisimina

ihtiya¢ duyarken (kimyasal ya da kendiliginden polimerizasyon), foto-aktive
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baslaticilar elektromanyetik enerjiyi absorbe ederler (1sikla polimerizasyon). Foto-
aktivasyon ve kendiliginden polimerizasyon arasindaki se¢im, adeziv sistemin
amacina baghdir. Isik ile baglatilan polimerizasyonun asil avantaji, reaksiyonun
baslamasimin kolay kontroliidiir. Bununla birlikte, 1s18in adezive ulagmasinin
engellendigi zamanlarda, self-polimerizasyon sistemi daha iyi bir secimdir. Adeziv
sistemler foto-baslaticilar kullanan kompozit dolgularin baglanmasi icin iretilirken,
rezin-bazli simanlar kimyasal-baslaticilara dayanir. Hem foto-baslaticilar, hem de
kimyasal-baslaticilar eklendigi zaman, adeziv sistem “dual-cure” olarak adlandirilir.
Dual-cure rezinlerde iki mekanizmanin birlikte kullanilmasinin amaci, baslangicta
polimerizasyonu arttirmak ve sonrasinda ozellikle 151k kaynagindan uzak ve gizli
kalan bolgelerde daha yiiksek bir doniisiim derecesi saglamaktir. Birgok bilesen 11k
enerjisini emerek radikallerine ayrisabilir. Serbest radikaller, birka¢ mekanizma
tarafindan iretilebilmesine ragmen, genellikle gerekli dalga boyunun emilmesi
(uyarilma) sonrasinda, serbest radikal dirlinlerine ayrisirlar. Bazen de serbest
radikalleri olusturmak amaciyla, ikinci bir molekiil (ko-baslatici) ile foto-baslatict bir
biyomolekiiler reaksiyona girebilirler (44, 52, 53).

Baslaticilarin  eklenmesi; sitotoksisite ile iligkili serbest radikalleri
olusturmalarindan dolay1, adezivlerin biyouyumlulugunu azaltmaktadir. Ko-baslatici
olarak kullanilan aminlerin biyouyumlulugunun sinirlt oldugu, hem toksik hem de
mutajenik olduklart bildirilmistir. Adeziv ve kompozitlerde en sik kullanilan foto-
baglaticilar arasinda ko-baslaticilar ile birlestirilmis kamforokinon bulunmaktadir.
Ancak, bu baslatic1 genellikle ¢ok az miktarlarda (%0.03-0.1) kullanilsa bile, adeziv
rezinin rengini onemli derecede etkileyecek sekilde sarimsi-kahverengi bir renge

sahiptir (47, 54, 55).

4.3. Inhibitorler

Zamanindan Once tepkimeye giren baslaticilardan kaynaklanan serbest
radikalleri temizleyebilen inhibitorler, aslinda dental rezinlere ilave edilen anti-
oksidanlardir. Adezivlerde en sik kullanilan inhibitorler; butillenmis hidroksitoluen
veya butilhidroksitoliien ve monometil eter hidrokinondur. Her iki inhibitoriin de
rezinlerden ayristirildigi gosterilmis oldugundan, bu bilesiklerin biyouyumluluk i¢in

dikkatli degerlendirmeleri gerekmektedir (44, 56).
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4.4. Coziiciiler

Coziicliler bir veya daha fazla maddeyi cozebilen ya da ayristirabilen
maddelerdir. Adezivlerde yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler su, etanol ve asetondur.
Bu organik ¢oziiciilerin adezivlerdeki yaygin kullanimlar1 ucuzluklari, genis 6lgiide
ulagilabilirlikleri ve bir¢ok diger c¢oziiciilerin toksik olmasindan dolayr uygun

biyouyumluluklari ile agiklanabilmektedir (57, 58).

4.5. Doldurucular

Kompozit rezinlerin tamami doldurucu partikiil icermesine ragmen, bu durum
adeziv rezinler icin gecerli degildir. Restorasyonu dis dokusuna direkt baglayan
adeziv sistemler, geleneksel olarak doldurucu partikiiller igermektedir. Doldurucular,
adezivlere birkag sebepten dolay1 eklenebilmektedir. Kompozit dolgu ve dis arasinda
konumlanan adeziv rezin tabaka, diisilk gerilme kuvveti ve diisiik elastik
modiiliinden dolay1 zayif bir baglant1 olarak degerlendirilmektedir. Kompozit ile
karsilastirildiginda, bircok yazar doldurucu eklendiginde adeziv tabakanin
kuvvetlenebilecegini 6nermislerdir. Ikinci olarak, iireticiler siklikla adezivin
viskozitesini degistirecek doldurucu partikiiller eklerler. Olduk¢a ince bir adeziv
tabaka oksijen inhibisyonundan dolay1, tam gerceklesmeyen rezin polimerizasyonuna
maruz kalabilmektedir. Boylece hava ile inceltme sonrasi dolduruculu adezivlerin
daha kalin bir adeziv tabakas1 sagladigi gosterilmistir (59, 60).

Ureticiler bazen 6zel malzemeler de kullanmaktadirlar. Ozel bilesiklerden en
Onemlisi; birgok medikal alanda c¢ogunlukla fiksatér ya da dezenfektan olarak
kullanilan glutaraldehittir. Dental adezivlerde kullanilmasinin amaci; dayaniklilig
gelistirmek i¢in hibrit tabakadaki kollajen fibrillerin stabilizasyonunu saglamak ve
post-operatif agrinin  engellenmesidir.  Glinlimiizde, adezivlerin formiiliine
antibakteriyel maddelerin eklenmesi giderek daha popiiler hale gelmektedir. Cliriigiin
tamamen kaldirilmasin1 engelleyen klinik durumlar ve kompozit dolgu altinda
sekonder ciirliklerin olusumunun engellenmesi bakimindan antibakteriyel maddelerin
ilavesi tavsiye edilmistir. En 6nemli antibakteriyel bilesikler; MDPB monomeri (12-
methacryloyloxy-dodecyl-pyridinium bromide), florid ve parabenlerdir. Adeziv rezin
matriks ile birlikte polimerize olan antibakteriyel monomerlerin aksine, polimer

matriksten bagimsiz kalan antibakteriyel ajanlar adeziv rezinlerin disina
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sizabilmektedir. Bununla birlikte yapilan bazi ¢alismalar, adezivlere eklenen
antibakteriyel bilesiklerin olumlu klinik etkinligi bulundugunu belirleyememistir.
Kalict antibakteriyel etkileri haricinde, bu bilesiklerin biyouyumluluk problemleri
olusturmalar1 da s6z konusudur (61-63).

Son yillarda uygulama prosediirleri daha basit olan adeziv sistemler
gelistirilerek basarili tedaviler gerceklestirilebilmistir. Klinik basarmin yani sira,
dentine yakin temasta olan dental adeziv sistemlerin biyouyumlulugu da oldukca

onem arz etmektedir (64).

5. BIYOUYUMLULUK

Biyouyumluluk veya doku uyumlulugu ifadesi; bir materyalin canli
organizmayla temas halindeyken sergiledigi biyolojik performans: belirtmek igin
kullanilir. Diger bir deyisle; kullanilan malzemenin viicudun yumusak ve sert
dokular1 iizerinde allerji, lokal veya sistemik toksisite ya da immunojenik,
trombojenik, mutajenik ve karsinojenik doku reaksiyonu olusturmamasi seklinde
aciklanabilir. Bu goriis; materyallerin sadece baz1 fonksiyonlar1 saglamamasi degil,
ayni zamanda bir biyolojik yanit meydana getirebileceginin farkina varilmasi fikrini
dogurmustur. Canli bir dokuya yerlestirilen materyal ile biyolojik sistem arasinda
olusan etkilesim neticesinde, birtakim biyolojik cevaplar meydana gelmektedir.
Materyalin konag1 etkilemesinin yaninda, konagin da materyali etkilemesi soz
konusudur. Zamana ve sartlara bagli olarak degisebilen biyouyumluluk, dinamik bir
stirectir. Bunun anlami, baslangicta biyouyumlu olan bir materyalin zaman igerisinde
sartlarin degisimiyle uyumsuz hale gelebilmesidir. Viicudumuz, karmasik biyolojik
bir ¢evre olarak diisiiniildiigiinde, herhangi bir biyolojik cevaba neden olmayan
yabanci bir madde saf olarak kabul edilmektedir. Gilinlimiizde, biyolojik olarak

uyumlu olan materyaller biyomateryal olarak adlandirilmaktadir (65-68).

6. DiS HEKIMLiGINDE BiYOUYUMLULUK

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunun geleneksel tanimi, oral dokular
tizerine zararl etkilerinin azlig1 olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde, canli dokular
iizerinde olumsuz etki sergilemeyen materyal yok denecek kadar azdir. Bu bilgiden

yola ¢ikilarak biyouyumluluk; hasta, kullanilan materyal ve materyalin beklenen
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fonksiyonu arasindaki etkilesim olarak da tarif edilebilir. Uygulanan materyalin
biyouyumlu olarak kabul edilebilmesi i¢in, bu {i¢ faktdriin uyum iginde olmasi
gerekmektedir. Dental materyallerin canli dokuya yerlestirilmesi durumunda
etkilesimin derecesi; hastaya, materyalin fonksiyonuna, yerlestirildigi kosullara ve
giicine baghdir. Viicut; hastalik veya yaslanmayla, materyal ise; korozyon,
yorgunluk, yiik, okliizyondaki degisiklikler ~veya beslenme nedeniyle
degisebilmektedir. Bunlardan herhangi birinin zamanla degigmesi durumunda,
baslangigta verilen biyolojik yanit da degisebilmektedir (69, 70).

Biyouyumluluk ayn1 zamanda materyalin ¢evresi ile etkilesimine de baghdir.
Yerlesim ve fonksiyonu tanimlanmadan bir materyal biyouyumlu olarak kabul
edilemez. Sozgelimi; titanyum implant alasimi uygun kosullarda zamanla cene
kemigiyle kaynagmaktadir. Ancak benzer durumda, yani ayni hasta, ayni yiik ve
teknikle krom-kobalt alagimi yerlestirildiginde osseointegrasyon olusmamaktadir.
Bununla birlikte, titanyum alagimi kalga eklemi protezi olarak kullanildiginda sonug
basarisiz olmaktadir. Benzer vakalarda krom-kobalt alasimi ¢ok az asinma
sergileyerek daha basarili olmaktadir. Bu durumda; alasimlardan birini biyouyumlu,
digerini ise biyouyumlu olmayan materyal olarak tanimlayamayiz (71).

Kullanilan materyale viicudun biyolojik yanitini belirlemede, hastanin saglig
ve cevresi goz oniinde bulundurulmalidir. Ornegin; hastanin diyabetik olmasi veya
sigara igme aliskanlii, bir restorasyonun diseti yanitini etkileyebilmektedir.
Hastanin asidik sivilar igmesi, dental alasimlarin korozyon oOzelliklerini ve doku
yanitim1 degistirebilir. Ayrica hastanin devamli olarak goézlenmesi de onem arz
etmektedir. S6zgelimi, agiz yoluyla nikel ile temasa maruz kalan bir hastanin bugiin
allerjisi yokken, gelecekte olabilmektedir (71).

Son yillarda viicudun degisik boliimlerinin onarimi ve yenilenmesi amaciyla
metal, seramik ve polimerler siklikla kullanilmasma ragmen, kullanilan
materyallerden kaynaklanan sorunlar hala asilamamistir. Bununla birlikte; genetik
miihendisligi, nanoteknoloji, bilisim teknolojileri ve fabrikasyon yontemlerindeki
geligsmelerle birlikte daha uyumlu biyomateryallerin gelistirilmesi hedeflenmektedir
(67).

Dis hekimliginde kullanilan restoratif materyallerin agiz igerisinde mine,

dentin, pulpa, periodonsiyum, diseti, dil, dudak ve yanak gibi ¢esitli dokularla direkt
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temasi; bu dokularda birtakim toksik, alerjik, mutajenik, karsinojenik ve iltihabi
reaksiyonlara neden olabilmektedir. Hastanin okliizyon ve diyetindeki degisiklikler
veya materyalin ¢oziinmesi ya da korozyonuyla salinan ¢esitli bilesenler materyalin
biyouyumlulugunu belirleyen faktorler arasindadir. Dental bir materyalin
biyouyumlulugu; tipi, uygulandigi bolge ve fonksiyonuna baghdir. Dental
materyallerden salinan komponentler, materyalin uygulandigi boélgeye komsu
dokularda lokal veya sistemik toksisiteye neden olabilmektedir. Salinan bu maddeler
enflamasyonu arttirarak hiicrelere de zarar verebilmektedir. Hiicre yapisinda hasara
neden olabilen bu bilesenler, bazi proteinlerin sentezlenmesine ya da iltihabi
reaksiyonlara yol acabilmektedir. Bu maddelerin yiiksek konsantrasyonu, farkli
zaman periyotlarinda cesitli organ fonksiyonlarm etkileyebilmektedir. Ornegin; 24
saat icerisinde akut sistemik toksisite gosteren materyal, 3 ay sonra subakut ve daha
uzun siirede kronik sistemik toksisite sergileyebilir. Ornegin; amalgam dolgulardan
salinan civanin; tiikiiriik ve kan gibi viicut sivilarindaki civa seviyesinde artiga neden
olarak farkli dokularda birikmesi sonucunda, oksidatif doku hasarina bagh
toksisiteye neden oldugu bildirilmistir (66-68).

Kompozit rezinlerde ise hava ile temas eden yiizeyde tam bir polimerizasyon
gerceklesmemektedir. Oksijen inhibisyon tabakasi olarak adlandirilan bu yiizey
materyalin kendisinden farklt mekanik Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle, agiz
stvilarinin etkisiyle kompozit rezinlerden artik monomer, doldurucu partikiil ve diger
bilesenler agiz ortamma salinabilmekte ve materyalin yapisi kolayca
bozulabilmektedir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda, kompozit rezinlerin yetersiz
polimerizasyonu sonucunda; matriks yapisindan Bis-GMA, UDMA, TEGDMA,
HEMA ve MMA salindig1 tespit edilmistir. Materyallerin yilizey ozellikleri de
biyouyumlulugu etkileyen diger bir faktordiir. Materyallerin yilizey 6zellikleri gram
negatif bakterilere ait bazi toksinlerin dis plagina tutunmasimni arttirarak diseti ve

periodontal problemlere yol agabilmektedir (67, 72, 73).

6.1. Biyouyumlulugun Degerlendirilmesi
Piyasaya siiriilecek her dental materyalin, hasta {izerinde kullanilmadan 6nce
mutlaka biyolojik riskler yoniinden arastirilmasi gerekmektedir. Dental bir

materyalin biyouyumluluk degerlendirmesi; ¢esitli biyolojik testleri, korozyon gibi
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fiziksel ozellik testleri ve risk-fayda analizini igeren komplike bir konudur. Bu
amacla yapilacak analizlerin, materyallerden salinan komponentlerin canli dokularla
her tiirlii iliskisini ortaya koymasi énemlidir. Hiicreler iizerindeki lokal toksisitenin,
doku kiiltiir testleri ve klinik c¢alismalarla degerlendirilmesi miimkiindiir.
Biyouyumluluk degerlendirmelerinin temel prensibi; biyomateryal ve biyolojik
sistem arasindaki aktif ara ylizeyin tanimlanmasina dayanir (74, 75).

Materyal viicutta bir cevap meydana getirirken, viicut da materyalde bir yanit
meydana getirmektedir. Tim materyaller biyolojik c¢evre igerisinde korozyon,
kimyasal modifikasyon, madde birikimi veya bozulma gibi mekanizmalarla belirli
degisiklikler meydana getirmektedir. Materyal ve biyolojik dokularda meydana gelen
degisiklikler, diger degisimleri tetikleyebilmektedir. Bu durum, ara yiiziin Omiir
boyunca degisebilecegini gosterir. Boylece, materyal ve doku ara yiiziinde kurulan
denge de birtakim farkliliklara maruz kalir. Materyal-doku arasindaki etkilesim,
temel olarak her ¢evrede farkli olacaktir. Belirli bir ¢evrede uygun olan biyolojik
yanit, diger ¢evrelerde ayni sekilde meydana gelmeyebilir. Viicut i¢in yabanci olan
biyomateryallere karsi yabanci doku reaksiyonlart olusmaktadir. Son yillarda
materyallerin gelistirilmesinde, yabanci cisim reaksiyonlarindan kagimmmak ya da
sinirlandirmak temel amag¢ olmustur. Materyallerin dokular iizerindeki uzun siireli
etkilerini belirlemek amaciyla, materyal-doku ara yliziiniin optimize edilmesi ve
ozellestirilmesi gerekir (65, 66, 76, 77).

Dental materyallerin biyouyumluluk testleri, hasta ve saglik ekibinin
giivenligini saglamaya yonelik bir ¢abadir. Dis hekimlerinin biyouyumluluk

konusundaki yiikiimliiliikklerini su sekilde incelemek miimkiindiir:

6.1.1. Hasta giivenligi

Dis hekimliginde hasta giivenligi ile ilgili asil sorun, dental materyallere kars1
asir1 duyarliliktir. Dental materyallerin kullanilmasi 6ncesinde hastalarin allerji
Oykiisii  olup olmadigi dikkate alimarak mevcut bulgular ve riskler
degerlendirilmelidir. Dental materyallerin yan etki potansiyeli yiliksek olmamasina
ragmen bazi alasimlara, rezinlere veya simanlara karsi hassasiyet olusabildigi
bildirilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda, nikel ya da metakrilatlara kars: allerji {izerine

odaklanilmistir. Erkeklere kiyasla kadinlarda daha ¢ok rastlanan nikel allerjisinin
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goriilme sikligr %10-20 arasinda degismektedir. Hastalarin rezin bazli materyallere
ve latekse karst asirt duyarliligi daha nadir olmakla birlikte, olduk¢a ciddi
reaksiyonlar da bildirilmistir. Son yillarda, dental materyallerin 6zellikle cocuklarda
olusturdugu hassasiyet artisina dikkat ¢ekilmistir. Yapilan bir arastirmada, ¢ocuklarin

%49’unda baz1 dental materyallere duyarlilik tespit edilmistir (78-80).

6.1.2. Dis hekimi ve saghk personelinin giivenligi

Dental biyomateryallerin manipiilasyonu esnasinda dis hekimi ve yardimci
saglik personelinin zarar gérme potansiyeli hastalara oranla ¢cok daha yiiksektir. Bu
tir sorunlar Ozellikle amalgam, dokiim alagimlar, rezinler ve protetik dental
materyaller i¢in s6z konusudur. Saglik personelinin lateks veya rezin materyallerle
temast sonucunda, genel irritasyondan alerjik yanitlara kadar degisen riskler
mevcuttur. HEMA, TEGDMA ve kamforokinon gibi bazi rezin komponentlerin
immiin hiicreleri dogrudan aktive edebildigine dair bulgular mevcuttur. Dental
materyallerin birgoguna kars1 gerceklesen reaksiyonlar oldukea ciddi ve hatta hayati

tehdit edici olabilmektedir (79-81).

6.1.3. Hukuki sorumluluk

Materyallerin korozyon iirlinleri ve bu {iriinlere biyolojik cevaplar hakkinda
bilinmeyen gercekler nedeniyle, hicbir materyal biyolojik olarak %100 giivenilir
kabul edilmez. Yapilan bir¢ok caligma, materyallerden korozyon yoluyla salinan
maddelerin yan etki potansiyeli olusturdugunu gostermistir. Dental materyallerin
kullanimi sirasinda, hasta ve yardimci personelin sagligini etkileyebilecek risklerden
yasal olarak dis hekimi sorumludur. Biyouyumluluk konusunda birtakim yasal
diizenlemeler mevcuttur. Ornegin lateks eldiven kullanilmasima yénelik veya dental
atiklardan civa ve diger zararli partikiillerin eliminasyonuna iliskin yasal tedbirler
alinmistir. Biyomateryallerin hastaya verebilecegi zararlarla ilgili baglatilan hukuksal
islemler fazla olmamakla birlikte, bu tiir problemlerin ortaya ¢ikmasi dis hekimini

duygusal ve finansal olarak etkilemektedir (80, 82, 83).
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6.2. Materyallerin Biyolojik Testlerinde Etik Ilkeler ve Standartlar

Gecgmiste tip ve dis hekimliginde, insanlarin tibbi deneylerde kullanilmasiyla
hasta haklar1 ve etik kurallarin ihlal edildigi belgelenmistir. Bununla birlikte, tip ve
dis hekimligi alanlarinda etik kurallarin olusturmasi, ancak yirminci yiizyilda
gerceklesmistir. 1947 Nuremberg kodu, 1948 Cenevre, 1964 ve 2008 Helsinki
Deklarasyonlar1; yapilacak arastirmalarda insan kullaniminin etik ilkelerini
diizenleyen belgeler olmustur. Ayrica, 1979 yilinda yayinlanan Belmont Raporu, tiim
etik usul ve esaslarinin ana hatlarim1 igermektedir. Bu rapor; glinlimiizde siklikla
kullandigimiz ~ aydinlatilmis onam, risk ve yararlarin adil ve objektif
degerlendirilmesi, ‘zarar verme’ direktifi ve savunmasiz tiir popiilasyonunun
korunmasi gibi konular1 kapsamaktadir. 1981 de FDA (Amerikan Gida ve ilag
Dairesi) gida ve ilaglarin gelistirilmesi, insan deneklerinin korunmasi, halk saglig1 ve
arastirma prosediirleri ve kurumsal denetlemelere imkan veren diizenlemeleri
yayinlamistir (84).

Giiniimiiz dis hekimliginde gecerliligini koruyan etik ilkelerin en onemlisi,
zarar vermeme prensibidir. Etik kavrami, ayni toplumun degisik kiiltiir gruplar
arasinda bile farkli yorumlanabilmektedir. Bu nedenle insan {izerinde yapilacak
bilimsel arastirmalar konusunda, uluslararasi standartlara ihtiya¢ duyulmustur.
Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO), ulusal standartlar organlarmin (ISO iiye
kuruluglar) diinya c¢apinda bir federasyonudur. Uluslararasi Standardizasyon
caligmalarini yiiriiten teknik komitelerin kabul ettigi Taslak Uluslararasi Standartlar,
oylama i¢in tiye iilke kuruluslarina gonderilir. Bir Uluslararast Standardin
yaymlanmasi i¢in oy veren iye {ilkelerin en az %75’inin onay1 gerekmektedir.
Gliniimiizde dental materyallerin ve iligkili medikal cihazlarin biyouyumluluk
degerlendirmesinde kullanilan test yontemleri i¢in hazirlanmig ulusal ve uluslararasi
bazi standartlar mevcuttur. Bu standartlardan bazilar1 6zel olarak dental materyallerle
(ISO 7405) ilgiliyken, digerleri dental materyallerle diger tibbi malzeme ve
cihazlarin test yontemleri (ISO 10993) hakkindadir. “Tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesi” baslig1 altinda sunulan ISO 10993 standardi, cihaz giivenligi ve
dental/tibbi materyallere karst olusacak biyolojik cevabt degerlendirmede
kullanilacak test yonteminin se¢imi hakkinda kapsamli bir rehberlik sunmaktadir ve

asagidaki tabloda verilen boliimlerden olusmaktadir (Tablo 1) (85, 86).



22

ISO 10993-1 Bir risk yonetim siirecinde degerlendirme ve deney

ISO 10993-2 Hayvan saglig1 6zellikleri

ISO 10993-3 Genotoksisite, karsinojenisite ve iireme toksisitesi i¢in deneyler
ISO 10993-4 Kan ile etkilesim deneylerinin se¢imi

ISO 10993-5 Viicut dis1 (in-vitro) sitotoksisite deneyleri

ISO 10993-6 Implantasyon sonrasi yerel etkiler i¢in deneyler

ISO 10993-7 Etilen oksitle sterilizasyon kalintilari

SO 10993-9 Potansiyel bozunma iirlinlerinin tanimlanmasi ve miktarinin

belirlenmesi i¢in 6n ¢alisma

ISO 10993-10

[rritasyon ve agir1 duyarlilik deneyleri

ISO 10993-11

Sistemik toksisite deneyleri

ISO 10993-12

Numune hazirlama ve referans malzemeler

ISO 10993-13

Polimer tibbi cihazlarin bozunma trinlerinin tanimlanmasi ve
miktar tayininin yapilmasi

ISO 10993-14

Seramiklerden kaynaklanan bozunma iiriinlerinin tanimlanmasi ve
miktarinin belirlenmesi

ISO 10993-15

Metaller ve alagimlarindan kaynaklanan bozunma iiriinlerinin
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi

ISO 10993-16

Bozunma iiriinleri ve 6ziitlenebilir tirlinler i¢in toksikokinetik
calisma tasarimi

ISO 10993-17

Siizlilebilir maddeler i¢in izin verilebilir sinirlarin tespiti

ISO 10993-18

Malzemelerin kimyasal 6zellikleri

ISO 10993-19

Malzemelerin fiziko-kimyasal, morfolojik ve topografik
karakterizasyonu (Teknik Sartname)

ISO 10993-20

Tibbi cihazlarin immiinotoksikoloji deney prensipleri ve
yontemleri (Teknik Sartname)

Tablo 1: T1ibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesi standardinin (ISO 10993) bdliimleri.
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7. DENTAL MATERYALLERIN BIiYOUYUMLULUK
DEGERLENDIRMELERI

Dis hekimliginde kullanilacak restoratif —materyaller gelistirilirken;
dayaniklilik, estetik ve kullanim kolayligi gibi oOzelliklerin yan1 sira,
biyouyumlulugunun da g6z 6niinde bulundurulmas: gerekmektedir. Yeni bir dental
materyalin  biyouyumlulugu degisik yontemlerle degerlendirilmelidir. Dental
materyallerin biyolojik degerlendirmesinde kullanilan test programlari, hiyerarsik
diizende ilerleyen dort farkli prosediirden olusmaktadir. Baslangi¢ testleri (faz I ve
I); kisa siireli, basit ve ekonomik yontemlerdir. Ancak bu testler uygun bir sekilde
tamamlandiktan sonra, sirastyla hayvan deneyleri (faz III) ve sinirl sayida hasta ile
stirdiiriilen klinik c¢aligmalar (faz IV) yapilabilmektedir. Dental materyallerin
biyouyumluluklarini belirleyen klinik testler, fazla ¢aba ve para harcamay1 gerektiren
yontemlerdir. Bununla birlikte, giiniimiizde bu testlerin yeterince ve genis Olgiide
uygulanamamasi gibi temel problemler s6z konusudur. Son yillarda, farkl
standardizasyon kuruluslar1 ve bazi uluslararasi organizasyonlar yeni dental
materyallerin klinik olarak biyolojik performanslarini belirlemek amaciyla; in-vitro
testler, hayvan deneyleri ve klinik uygulama asamalarini diizenleyen bir paradigmay1
onaylamislardir (Sekil II). 1ilk olarak 1970 yilinda, hasta tedavisinde yeni
biyomateryallerin gilivenli girisimlerini saglamak amaciyla kabul edilen bu
paradigma; etik yonden saglam, finansal olarak uygulanabilir, etkin ve verimli
degerlendirme islemlerine sahiptir. Asamali olarak gerceklestirilen bu prosediirlerin
temel ilkesi; her bir test agamasinda uygun olmayan yiiksek riskli materyallerin tespit
edilerek daha fazla kullanilmadan degerlendirme dis1 birakilmasidir. Boylece, hem
zaman ve para tasarrufu saglanmig, hem de insan ve hayvanlar aci ¢ekme

potansiyeline kars1 korunmus olurlar (66-68, 87).

Clinical
Use
Clinical
(usage)
Animal
/ In vitro \
New < >
Material Number of Materials

Sekil II: Yeni materyallerin biyouyumluluk degerlendirmeleri igin klasik paradigma.
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8. BIYOUYUMLULUK TEST YONTEMLERI

Biyouyumluluk testlerinin temel prensibi; materyal ile biyolojik sistemin
temas1 sonucunda meydana gelebilecek reaksiyonlari, canlidaki fonksiyonel ve
yapisal degismenin niteligini ve niceligini dnceden belirlemektir. Bagka bir ifadeyle;
materyalin etkisiyle biyolojik sistemin yapisinda degisiklik meydana gelip
gelmedigini belirlemek ve bu etkinin geri doniisimli olup olmadigint ortaya
cikarmaktir. Dental materyallerin biyolojik olarak incelenmesinde ¢ok sayida teknik
kullanilmaktadir. Biyouyumluluk testleri; in-vitro (birincil) testler, in-vivo hayvan
deneyleri (ikincil testler) ve insanlarda yapilan klinik ¢alismalar (kullanim testleri)

olmak tizere 3 boliimde incelenir (66, 83, 88).

9. IN-VITRO TESTLER

Dental materyallere biyolojik yanitlarin olgiilmesinde kullanilan en temel
yontemdir. /n-vitro testlerin amaci; canli organizma disinda cesitli hiicre veya doku
iizerine ya da icine yerlestirilen bir materyalin temasiyla ortaya c¢ikan biyolojik
reaksiyonlarin test edilmesidir. Test edilen materyal, genellikle bakteri veya
hiicrelerle kontak halindedir. Bu yontemleri, dental bir materyalin belirli bir bakteri
tirli lizerinde mutasyona neden olan o6zelliklerini belirlemede (Ames testi)
kullanilabildigi gibi, hiicrelerin bir petri kabinda iiretilerek dental bir materyalden
salinan likitlere maruz birakilmasi da s6z konusudur. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda,
materyale maruz kalan hiicrelerin sayisi, biiylime orani, gelisim hizi, metabolik veya
hiicresel fonksiyonlar1 Olciilerek degerlendirilmektedir. Hiicre kiiltiir testleri ile
yapilan degerlendirmeler ile hayvan implantasyon testleri arasinda goriilen yorumsal
farkliliklar,  sitotoksisite  testlerinin  kullaniminda  uluslararasi  diizeyde
standartlasmaya gidilmesini saglamistir. /n-vitro biyouyumluluk testleri, cok cesitli
olmakla birlikte hiicre ve hiicre bilesenlerinin kiiltiirleri kullanilarak canli bir
organizma disinda test tiipleri igerisinde gerceklestirilir. [n-vitro testler bu yéniiyle;
ex-vivo testlerden farklhidir. Ex-vivo testlerde, bir kiiltiir ortaminda kisa bir siire i¢in
(genellikle 24 saatten az) korunan, bozulmamis doku ya da organ kullanilmaktadir.
In-vitro testler ise; ¢oklu hiicreleri, bariyerleri ya da in-vivo durumlar taklit etmek
icin, Ozel kiltlir ortam sartlart  kullanilarak  laboratuvar  ortaminda

gerceklestirilmektedir (83, 87, 89, 90).
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1926 yilinda, doku ve hiicre kiiltiirii tekniklerinin ortaya ¢ikmasindan
yaklagik 30 yil sonra gelistirilen in-vitro testler, materyallere karsi1 biyolojik
yanitlarin belirlenmesinde kullanilan deney stratejilerinden biridir. 1968°de, dental
materyalleri de iceren sitotoksisite deneyleri i¢in dogrudan hiicre kiiltiirii yontemleri
kullanilmaya baslanmistir. Birkag yil sonrasinda ise, amalgam, silikat simanlar,
rezinler ve altin bazli alasimlardan standart boyutlarda hazirlanan disklerin
biyouyumluluk degerlendirmelerinde, L.-929 fare fibroblast hiicrelerinin kullanildigi
bildirilmistir. 1973°de, in-vitro biyolojik yanitlarn ilk nicel 6l¢tim degerlendirmeleri
>!Cr (sodyum kromat) kullanilarak yapilmistir. Bununla birlikte, in-vivo sartlar taklit
etmek amaciyla materyal ve hiicre arasina bir bariyer yerlestirme fikrinden hareketle
agar overlay testinin gelistirilmesi bir doniim noktas1 olmustur. [n-vitro testler,
zamanla sasilacak derecede gelistirilmis ve kullanimi hizla artmistir. Hiicresel ve
hiicre i¢i fonksiyonlarin bir¢ok boyutunu ortaya ¢ikaran hiicre kiiltiir teknikleri, son
40 yil igerisinde hiicresel biyoloji alaninda devrim yaratmistir. Giiniimiizde, bu
testler sayesinde gen ekspresyonu, sinyal aktivasyonu, hiicre dongiisii ve boliinmesi,
enflamasyon aktivasyonu, protein ekspresyonu, oksidatif stres vb. hiicre
fonksiyonlar1 ile metabolizmanin yaklasik durumu degerlendirilebilmektedir (89, 91-
93).

In-vitro testlerin temel 6zelligi; materyal ara yiizleri ve hiicrelerin ¢evrelerini
kontrol edebilmesi, hiicre yanitin1 hassas ve detayl bir sekilde Slgebilmesidir. Bu
testler; hiicresel yanitlarin tanimlanmasi i¢in olduk¢a uygundur. Bununla birlikte;
diger test tiirlerine kiyasla nispeten ucuz, uygulamasi kolay, daha hizli, deneysel
olarak kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir olma, insan ve hayvan deneylerinde
karsilasilan etik ve yasal sorunlart onleme gibi birtakim avantajlara sahiptir. Bu
testlerin en dnemli dezavantaji, saglikli bir organizma disinda uygulanan materyalin
agiz igindeki etkilerine dair duyulan kuskulardir. [In-vivo sonuglar ile
karsilagtirildiginda materyale karst olusan biyolojik cevapla ilgili aragtirmaciy1
yaniltan sonuglar verebilmektedirler. Bu nedenle, uygulanan in-vitro test
yontemlerinin standartlastirilmas1 gereklidir. Biyolojik yanitlar1 tahmin etmek
amaciyla bilgisayar modelli teknikler de Onerilmistir. Gelistirilmis bilgisayar
modellerinin, biyouyumluluk degerlendirmelerinde gelecekte ©Onemli bir rol

oynamasi beklenmektedir (66, 87, 94)
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In-vitro deneyler; sitotoksisite, sistemik toksisite, inhalasyon toksisitesi,
hemolizis, teratojenite, karsinojenite testleri, Ames mutajenite testi, Styles hiicre

transformasyon testi gibi farkli yontemleri kapsamaktadir (95).

9.1. Sitotoksisite Testleri

Dental materyallerin biyouyumlulugu konusunda en Onemli faktor,
materyalin hiicrenin canliligini siirdiirmesi iizerine olan etkisidir. Hiicresel bozulmay1
tetikleyen ¢ok fazla sebep oldugundan, sitotoksisiteyi tam olarak tanimlamak
olduk¢a zordur. Sitotoksisite, hiicre yapisi ve fonksiyonlarinda belirgin hasarlar
meydana gelmesi seklinde ifade edilmektedir. Restoratif dis hekimliginde, klinik
kullanim 6ncesinde uygulanacak materyalin biyouyumluluk ydniinden oral dokular
izerindeki potansiyel zararli etkilerinin belirlenerek, materyalden salinan bilesiklerin
sitotoksisitelerinin degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Materyallerin hayvanlar
iizerinde denenmesi olduk¢a pahali, zaman alic1 ve etik olarak tartigilir bir yontemdir.
In-vitro sitotoksisite testlerinin amaci; viicut dokulari icine veya iizerine uygulanan
materyalin, doku tlizerinde meydana getirecegi reaksiyonlarin laboratuvar ortaminda
belirlenmesidir (85, 86, 96, 97).

Bu yontemin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in-vitro ortamda
yasamasini ve liremesini degerlendirmektir. Bu amagla kullanilan hiicre kiiltiirleri
insan, maymun, fare, tavsan gibi canlilarin bobrek, akciger, amniyon zar1 gibi
dokularindan elde edilmektedir. Cesitli tuzlar, tampon maddeleri, aminoasitler,
vitaminler, dana veya at serumu iceren besleyici sivilarda silispanse edilen bu
hiicreler, 36°C’de steril tiip icerisinde bekletildiklerinde kabin ceperine yapisarak
iirerler. Ureme sonucu olusan yapiya hiicre kiiltiirii adi verilmektedir. Bir seri kiiltiir
isleminden sonra, siiresiz ¢ogalabilme 6zelligine sahip devamli hiicre hatlar1 elde
edilir. Bunlar transformasyona ugramis primer hiicreler olup, daha stabildirler. ISO
kriterlerine gore standart sitotoksisite testlerinde en ¢ok kullanilan devamli hiicre
hatlar1; fare fibroblastlar: (L-929, Balb/3T3 ve WI38) gibi hiicre serilerinin yani sira,
primer insan hiicreleri ve insan epitel (HeLa) hiicreleridir (98-100).

Dental materyallerin sitotoksisite testlerinde; hiicre canliligi ve morfolojisi,
hiicre gelisimi, bdliinmesi ve sayisi, hiicre metabolizmasi ve organelleri, hiicre

membran gegirgenligi ve hasari, ¢esitli enzim aktiviteleri, DNA, RNA ve protein
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sentezinin inhibisyonu degerlendirilmektedir. Bu testlerde; dental materyalin kendisi
veya yapisindan salinan bilesenlerin hiicre kiiltiirii ile direkt veya indirekt kontagi
saglanmaktadir. Direkt temas yontemi; hiicrelerin test edilen 6rnekler {izerine direkt
yerlestirilmesi ve hiicrelerin materyalin yaninda veya iizerinde biliylimesi prensibine
dayanir. Materyal direkt temas yoluyla sitotoksik etkilerini arastirmada, biyolojik
hiicre oliimleri degerlendirilir. Uygulamasi basit ve ucuz olan bu testlerin, diger
testlerle kombine sekilde uygulanmasi 6nerilmektedir (101).

Tavsiye edilen sitotoksisite testlerinden biri de indirekt temas yéntemidir. /n-
vitro ¢aligmalarda materyal ile hiicreler arasinda dentin gibi bir bariyer
kullanildiginda, in-vivo kosullara daha yakin cevaplar elde edilebilecegi diisiiniilmiis
ve daha gelismis test yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Indirekt temas
yonteminde ilk adim, dental materyal ile hiicre arasinda agar, agaroz, seliiloz asetat
filtre veya dentin gibi bariyerlerin kullanilmasidir. Bu metod; uygulama yoniinden
basit ve sonuglar1 yorumlama bakimindan kolay oldugundan olduk¢a basarilidir.
Bariyer test yontemlerinde; in-vitro olarak diizenlenen yapay pulpa odalarinda, test
materyalinin dentin tiibiilleri boyunca difiizyon veya absorbsiyon kabiliyetini test
etmek icin ¢ok ince bir dentin bariyeri kullanilmaktadir (85, 86, 102).

ISO standartlarina gore, in-vitro sitotoksisite degerlendirmeleri i¢in tavsiye
edilen test yontemleri sunlardir:

1. Hiicre kiiltiirii testleri
a. Direkt hiicre kiiltliri metodu
* Direkt temas testi
* Ekstrakt testi
b. Bariyer test metodu
2. Agar diflizyon testi
3. Filtre difiizyon testi

4. Dentin bariyer testi

9.1.1. Hiicre Kiiltiirii Testleri
Dental materyallerin sitotoksisitesini degerlendirmede yirmiden fazla hiicre
kiiltiirli yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemlerdeki uygulama, dental materyalleri

olusturan 0&zel bilesenlerin tek-tabaka kiiltiirdeki hiicreler iizerine dogrudan
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yerlestirilerek kisa bir siire icerisinde sitoksisitelerinin degerlendirilmesi ve
sonrasinda doz-cevap egrisi sayesinde hangi materyal bilesenlerinin potansiyel
sitotoksik oldugunun belirlenmesidir. Bununla birlikte dentin dokusunun {izerine
uygulanan dental materyallerin fiziksel ve biyolojik oOzelliklerini, dentinin
degistirebilme oOzelligine sahip olmasi bu yontemin etkinligi iizerinde stipheler
olusturmustur. Bu metod, canli dokulardan mekanik yollarla ayrilmis doku
parcalarinin in-vitro kosullarda tiretilmesi ve yasatilmasi prensibine dayanir. Degisik
canlilardan alman doku Ornekleri spontan migrasyon, mekanik ve enzimatik
parcalanma ile hiicrelere ayrilir ve laboratuvar ortaminda kiiltiir kaplarinda uygun
besiyerlerlerinde iiretilir ve elde edilen yapi hiicre kiiltiirii olarak isimlendirilir.
Ozellikle hayvanlardan elde edilen hiicrelerin iiretilmesi icin kullanilan bir yéntemdir
(101, 103-105).

Hiicre kiiltiirii calismalarinda primer, diploid ve devamli hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Dokularindan aliarak, in-vitro hiicre cogalmast olmaksizin
hazirlanan kiiltiirlere primer hiicre kiiltlirii ad1 verilmektedir. Gingival ve pulpal
fibroblastlar gibi primer hiicre kiiltiirleri; hiicrelerin 24 saatten daha uzun siire kiiltiir
edilmesiyle elde edilmektedir. Primer hiicre kiiltiirlerinin insandan izole edilmesi zor
olmakla birlikte, hiicrelerin yasam siireleri sinirlidir ve degisik bireylerden alindigi
icin fonksiyonel durumlar1 farkli yansitmaktadir. Elde edilen primer hiicre
kiiltiirlerinin, baska bir kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasiyla subkiiltiirler olusturulur ve
boylece diploid hiicre kiiltiirleri elde edilir. Primer hiicre kiiltiirlerine oranla homojen
olan, standardize edilebilen ve tekrarlanabilen diploid hiicre kiiltiirleri, asil kdken
ozelliklerininin en az %75'ini yansitmaya devam eder. Giiniimiizde, hiicre kiiltiirleri
genellikle dokudan ayristirilmis hiicre siispansiyonlariyla yapilmaktadir. Bununla
birlikte bir¢ok doku hiicresi boliinmek ve ¢ogalmak icin plastik doku kiiltiir kaplari
gibi kati bir yiizeye ihtiya¢ duyarlar. Hiicre kiiltiirii yontemiyle; in-vivo sartlarda kisa
stirede incelenmesi miimkiin olmayan bir materyalin fiziksel ve kimyasal etkileri,
ilaclarin ve biyomateryallerin mutajen faktorleri, yapisal ve kromozomal
bozukluklar1 arastirilabilir. Hiicrenin yapisi, fizyolojisi ve patojen hiicre iliskileri
degerlendirilir (105).

Hiicre kiiltiirli yonteminin avantajlar;; uygulamalarin standart sartlarda

tekrarlanabilmesi, kisa siireli etkilesimlerin incelenebilmesi, hiicreler iizerindeki
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etkilerin direkt gozlenerek standart Ol¢lim yapilabilmesi ve hiicrelerin pH, 1s1,
osmotik basing, nem, oksijen ve karbondioksit miktarinin kontrol edilebildigi
ortamlarda saklanabilmesidir. Dezavantajlar1 ise; hiicre liretme vasatlar1 ve diger
malzemelerin pahali olmasi, hijyenik kosullardan etkilenebilmesi, primer kiiltiir
sonrast birbirini takip eden pasajlarda hiicrelerin farklilasabilmesi veya Olmesidir
(1006).

9.1.1.a. Direkt hiicre Kiiltiirii metodu

Bu yontem dental materyal veya bilesenlerinin, kiiltiir i¢erisindeki hiicrelerin
iizerine dogrudan ve kisa siirelerde (>24 saat) uygulanmasidir. Suda ¢oziinebilen
materyallerde materyal-hiicre temasi1 ¢ok 1iyi saglanirken, suda ¢dzlinmeyen
materyallerde direkt temas farkli yollarla saglanmaktadir. Ekstrakt yoluyla temas
testinde, sivi bir ¢oziiclide ayrisan materyal bilesenleri hiicrelerle temas ettirilerek
sitotoksisiteleri incelenir. Ekstraksiyon ortaminin, klinik kullanimi taklit etmesi ve

materyalin kimyasal yapisinda degisiklikler yapmamasi arzu edilir (85, 86, 96).

9.1.1.b. Bariyer test metodu

Dentin dokusu, dental materyal ile pulpa arasinda bir bariyer gorevi gordigii
icin direkt temas testleri klinik durumu tam olarak yansitamamaktadir. Bundan
dolay1, bariyer test yonteminde dentini taklit eden ve bazi bilesenlerin diflizyonuna
izin veren ¢esitli hiicre kiiltlir insert sistemleri bariyer olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde, insert icine yerlestirilen materyal medyum icinde asili bir sekilde
tutulmaktadir. Insertin alt kisminda bulunan pordz bir membran, bariyer gorevi
gorerek materyalden ¢oziinen bilesenlerin gecisine ve medyum tabaninda bulunan

hiicrelerle temas etmesine olanak saglar (96, 107).

9.1.2. Agar difiizyon test yontemi:

Toksisite deneylerinde en uzun siire kullanilan test yontemidir. Bu yontemde,
kiiltiirdeki hiicrelerin iizerini 6rten %1,5’luk agar besiyerinden difiize olabilen
bilesenlerin toksisitesi incelenir. Uygulamasi kolay ve ucuz olan bu yontemle, agarda
coziinemeyen veya difiize olamayan materyal veya bilesenlerinin etkinligi
degerlendirilemez. Dolayistyla, materyallerin ve bilesenlerinin tek tabakali hiicreleri
kaplayan agar boyunca difiize olma zorunlulugu gibi bir dezavantaja sahiptir.

Bundan dolayi, ¢6ziinen materyal bilesenleri klinik olarak kullanildiginda sitotoksik
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olmasina ragmen, agar boyunca difiize olamayarak hiicre hasarina yol agamayacaktir.
Toksisitesi incelenecek olan test materyali, agarin {izerine 24 saat siireyle
yerlestirilir. Membran gecirgenligi, 6lii hiicreleri boyayabilen tripan mavisi ya da
canlt hiicrelerde depolanarak membran hasar gordiigiinde disar1 salinabilen ndtral
kirmizi boyasiyla belirlenmektedir. Agardan difiize olan materyalin sitotoksik
etkisini belirlemek i¢in, hiicreler canli dokuyu boyayan nétral kirmizi ile boyanr.
Notral kirmizi deneyinde, hiicre membranindaki gecirgenlige bagli olarak penetre
olan noétral kirmizi boyast lizozomal matrikste birikir ve spektrofotometre ile
kantitatif olarak degerlendirilir. Sizan toksik bilesenlerin varligi, hiicresiz alanlardaki
boyanma kaybi ile belirlenir. En az dort kez tekrarlanan testlerde, hiicrelerdeki
dekolorizasyon ve liziz degerlendirilerek materyallere kars1 verilen yanitlar belirlenir

ve materyallerin sitotoksisiteleri hakkinda sonuca varilir (96, 108, 109).

9.1.3. Filtre difiizyon test yontemi:

Fibroblastlar veya epitelyal hiicrelerin kullanildig1 bu testte, herhangi bir
materyalin hiicre lizerinde sitotoksik etki gosterebilmesi i¢in, 0.45um filtre boyunca
difiize olmas1 gerekir. Filtre olarak seliiloz asetatin (milipor) kullanildigi bu
yontemde, filtrenin bir tarafina test materyali diger tarafina primer hiicreler
yerlestirilir. Bu yontem, agiz i¢i temas durumunu tanimlamaktadir. Filtreden difiize
olabilen bilesenlerin sitotoksik etki sonucu hiicrelerde meydana getirdigi hiicre
hasart; nétral kirmizi ile yapilan boyama sonucunda dekolorizasyon alant veya

boyanma yogunlugunun incelenmesiyle belirlenir (85, 96, 102).

9.1.4. Dentin bariyer test yontemi:

Dentin bariyer testinde; restoratif tedavide kullanilan materyallerden salinan
monomerler ile hedef hiicreler arasinda, dentin dokusunun bariyer gorevi yapmasi
s6z konusudur. Bu amagla, insan dentin dokusunun yani sira bu dokuya
benzerliginden dolay1 sigir dentin diskleri de kullanilmaktadir. Dentin diskinin
pulpaya bakan tarafi asitle daglanarak, paslanmaz celik bir tutucu yardimiyla
boliimli odaya yerlestirilmekte, ardindan test materyali silikon bir tiip i¢inde dentin
diskinin st kismina uygulanmaktadir. Dentin kesitleri genellikle, insanlarin {igiincii

biiyiik az1 disi veya preslenmis dentin tozu talaslarindan elde edilmektedir. Insan
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dentini kullanilmasinin avantaji, in-vivo dokuyu taklit etmesi, dezavantaji ise ¢ok
miktarda kullanilmas1 gereken c¢aligmalarda yeterli sayida insan disinin
bulunamamasi ve dislerden alinan kesitlerin gegirgenlik 6zelliklerinde ¢ok ¢esitlilik
goriilmesidir. Preslenmis dentin talaglarimin, dentinin dogal anatomik yapisiyla
uyusmadigr belirtilmektedir. Sigir disi kullanilmasinin en 6nemli avantaji; istenilen
miktarda elde edilebilmesi ve gecirgenlik bakimindan insan dentinine kiyasla daha az
cesitlilik gostermesidir. Dentin bariyerinin kullanilmasi, diger test yontemlerinden
farkli olarak oral ¢evreyi daha fazla taklit etmektedir. Boylece dentin boyunca dentin
gecirgenliginin azalmasi ya da artmasindan etkilenen ve pulpal etkilerden sorumlu

olan spesifik bilesenlerin tanimlanmasina yardimer olmaktadir (85, 110-112).

9.2. Sitotoksisite Degerlendirmenin Belirleyici Isaretleri

Biyomateryaller uygulandiklar1 bdlgedeki hiicreler iizerinde bazi etkiler
meydana getirirler. Bunlar; membran yapisinda meydana getirdikleri bozukluklar,
kromozom yapisinda olusturduklar etkiler ve metabolik faliyetlerde neden olduklari
bozukluklardir. Bu etkiler incelenirken kullanilan test yontemleri, statik ve dinamik
olmak {izere iki grupta toplanir. Statik inceleme metodlari; hiicre canlilik oranlarinin
belirlenmesi, hiicre sayisinin tespiti, hiicre 6liimii, hiicre tutunmasinin inhibisyonu ve
koloni olusumu yontemleri ile yapilir. Dinamik inceleme yontemleri ise; 3H-Timidin
ile otoradyografi metodu ve *'Cr salinim yontemi, 3H-Losin ile isaretleme metodu,
sitometrik analiz yontemi ve mitokondri dehidrojenaz aktivitesini dlgmeye yonelik
testlerdir. ~ Sitotoksik degerlendirmelerde; hiicre sayma, boyama, metabolik
bozukluklar veya membran biitiinliigii yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
hiicre veya kolonilerin dogrudan sayimi, giivenilirligi en az olan yontemdir. Ideal
olan, sonuclarin siniflandirilabilmesi igin belirleyici isaretlerin kesin kriterlerle
dogrulanmasidir. Bu nedenle, bir test materyalinin sitotoksik 6l¢iimii yapilirken ilgili
element sayisi en aza indirilir. Bu durum, laboratuvarlar arasindaki farkli sonuglari
karsilastirmak icin istikrarli bir temel olusturmakta, daha ¢ok tekrarlanabilir
degerlendirmelere ve bdylece daha giiclii sitotoksik deney formlarmin
olusturulmasina imkan vermektedir. Sitotoksisite degerlendirme yontemleri; canlilik,
yasam, hiicre proliferasyonu ve metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri olmak

tizere dort baslik altinda incelenebilir (100, 113, 114).
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9.2.1. Canlilik Degerlendirme Testleri:

Bu yontem, hiicre dist molekiilleri sizdirmaz sekilde tutan hiicrelerin
kabiliyetlerini Olgcer. Bu testler, kolorimetrik ya da floresans oOlglimleri
kapsamaktadir. Metabolik bozukluk degerlendirmelerinden daha az yapay doku
kullanim1 egilimindedir. Kiiltiirde canli kalan hiicre oranmin belirlenmesinde
kullanilan bu testlerde; membran biitiinliigii bozulan hiicre yapisina giren tripan
mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi1 gibi boyalar ile ya da membran biitiinliigii
bozulmamis hiicrelerin igerisine alinan diasetil florasan veya nétral kirmizi gibi
boyalar kullanilmaktadir. Bu tekniklerde, inkiibasyon sonrasinda sizabilir toksik
maddelerin mevcudiyeti, membran parcalanmasindan dolay1 hiicrelerin boyama
kayb1 olarak goriilmektedir. Bu yontemlere alternatif olarak, sadece canli hiicreler
tarafindan alinabilen diasetil floresin ya da radiochromium testi gibi bazi boya veya
izotoplar da kullanilmaktadir. Genel olarak hiicre-materyal temasina dogrudan izin
veren bu yoOntemlerin kullanimi; membran gecirgenligini Olgmek {izere
sinirlandirilmis olup, 6len hiicrelerin son evrelerinden biri olan sub-letal hiicre
degisikliklerini dlgemez. Vital ve non-vital boyalarin kullanildig: test yontemlerinde
materyallerin sitotoksik etkileri spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Flow
sitometri veya floresan mikroskobu ile yapilan degerlendirmede 6lii hiicreler floresan

goriintli vermektedir (100,108, 115).

9.2.2. Yasam Degerlendirme Testleri

Sadece 6l hiicrelerin degerlendirildigi kisa donem testleri, oldukg¢a hizli ve
kolay uygulanabilen yontemlerdir. Ancak, hiicrelerin maruz kaldig: toksik etkiler
uzun vadede de goriilebilmektedir. Bu nedenle, canlilik oraninin belirlenmesinde
uzun donem testleri daha yararli olmaktadir. Hiicre yasaminin belirlenmesinde,

diisiik hiicre yogunlugunda koloni olusturma kabiliyeti test edilmektedir (100).

9.2.3. Proliferasyon Degerlendirme Testleri:

Materyal bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisini belirlemede, kiiltiir
icerisindeki hiicrelerin birkag giin sonraki sayimindan elde edilen bir biiyiime
egrisinden yararlanilmaktadir. Bu analiz, az sayida Ornek oldugu durumlarda
kullamlmaktadir. Bu yontemde en ¢ok kullanilan testler; °H-timidin ve

Bromodeoksiuridin immuno-histokimyasal tekniktir (90, 100).



33

9.2.4. Metabolizma Degerlendirme Testleri:

Bu yontemle, toksik zarari takiben metabolit konsantrasyonu ve enzim
aktivite bozulmasi Olciilerek degerlendirilir. Bu metodlar genellikle, membran
biitiinligli degerlendirmelerinden daha karmasik olup, ¢ok hassas ¢aligmay1
gerektirir. Normalden en kiigiik sapmalar bile, ciddi degerlendirme hatalarina yol
acmaktadir. Hiicre metabolizmasinin azalmasi ve normal seviyelerini ayirt edebilen
metabolik bozukluk degerlendirmeleri olduk¢a popiilerdir. Hiicrelerin metabolik
veya proliferatif kapasitelerini Olcen bu testlerde, hiicre canliligt mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre yardimi ile tespit edilir. Kisa donem zararlardan daha
cok uzun stirede olusacak toksisitenin degerlendirildigi, hem ucuz hem de hizli olan
bu testlerden baslicalari; MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl1]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), LDH (laktat dehidrogenaz) ve Alamar mavisi testidir (100, 116).

Dental materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde, kolorimetrik MTT
testi oldukea sik kullanilir. Oldukga hassas olan MTT deneyi; mitokondride siiksinat
dehidrogenaz enzimi ile sar1 tetrazolyum tuzunun koyu mor renkli formazona
indirgenmesi esasina dayanir. Canli hiicrelerin haricindekilerde mavi renkli formazan
olusmamaktadir. Formazanin  olustugu  hiicreler elektron  mikroskobuyla
belirlenmekte veya optik yogunluk spektrofotometre ile Ol¢lilmektedir. LDH test
yonteminde; hiicredeki membran hasar1 veya sitolizis durumunda agiga ¢ikan laktat
dehidrogenazin ol¢limii yapilirak sitotoksisite belirlenmektedir. Metabolik aktivitenin
alamar mavisi boyast ile belirlendigi, hiicre canliligt ve proliferasyonunun
degerlendirildigi test yontemi ise, MTT ye kiyasla daha pahali bir yontemdir. Bu
boya toksik olmadigi ig¢in, yapilan c¢alismalarda birden fazla boyama imkani

saglamaktadir (90, 100).

9.3. Genotoksisite/Mutajenite ve karsinojenite testleri

Hiicre genetiginde meydana gelen degisiklik olarak tanimlanan genotoksik
hasar, hiicrelerin sahip oldugu bazi mekanizmalar sayesinde onarilabilmektedir.
Olusacak genetik hasarin bir sonraki nesle aktarilmasiyla olusan etkiye mutajenite
ad1 verilmektedir. Genotoksisite ve karsinojenite, materyallerin sistemik
uyumlulugunu degerlendirme parametreleridir. Uygulanan materyalin bakteri veya

memeli hiicre DNA’sina olan etkisini inceleyen yontemlerden en sik kullanilani
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AMES testidir. Bu yoOntemde, genetik yapist degistirilmis, 6zel agar kiiltiiriinde
cogalmayan ve koloni olusturmayan bakteriler kullanilmaktadir. Gluteraldehit igeren
dentin adeziv sistemlerin, mutajenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bis-GMA ve
UDMA’nin memeli hiicreleri lizerlerinde mutajenik olmamakla bereber,
TEGDMA’nin subtoksik konsantrasyonlarinin orta derecede mutajenik oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte, mutajenik etkinin goriilmesi i¢in gereken
konsantrasyon hastalara uygulanan dozdan daha fazladir. Genotoksik etkinin
belirlenmesinde kullanilan Alkaline Filter Elution testi ile genotoksik materyallere

karst DNA dizilerindeki kirilmalar kolayca belirlenebilmektedir (114, 117-119).

9.4. Histolojik prosediirler ve pulpal reaksiyonlarin analizi:

Restoratif tedaviye pulpal tepkileri belirlemede, kalsiyum hidroksit ile restore
edilen disler kontrol grubu olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir¢ok aragtirmada; test
edilen restoratif materyallere iliskin reaksiyonlarin 3, 7, 14, 30 ve 60 giinliik zaman
periyotlariyla gosterilmesi tavsiye edilmektedir. Pulpal enflamatuvar aktivite ve
pulpal nekrozlar1 ISO kriterleriyle standardize edilmistir. Sifir; enflamatuvar
hiicrelerin yoklugunu ifade eder. Hafif; smirlandirilmig enflamatuvar hiicre
lezyonlarin1 ifade eder. Orta; koronal pulpanin iicte birinden daha azinda
polimorfoniikleer 16kositer lezyonlarin varligini ifade eder. Ciddi; koronal pulpanin
iicte birinden daha fazlasinda polimorfoniikleer l6kositer lezyonlarlarin varligini
ifade eder. Test materyalinin klinik dncesi asamay1 basariyla gecmesi icin hiicresel
aktivitenin sifir olmasi, enflamasyon ve pulpa nekrozu kategorisinde ise hiicresel

aktivitenin orta ya da ciddi olmamas1 beklenir. (85, 86, 120, 121).

10. HAYVAN DENEYLERI

Dental materyallerin hayvanlar {izerinde uygulanmasi; insanlarda kullanim
testleri sonucu olusabilecek muhtemel olumsuz etkiler ve bu reasksiyonlarin olusum
mekanizmalar1 hakkinda fikir verebilir. Hayvanlarin insanlara kiyasla bazi
materyallerin etik olmayan dozlarina ya da metabolize iirlinlerine maruz birakilmasi
s06z konusudur. Ayrica hayvanlar, insanlar iizerinde embriyonal ya da ¢ocukluk gibi
farkli yasam asamalarinda yapilmasi miimkiin olmayan arastirmalarda da denek

olabilmektedir. Hayvan deneylerinin yapilmasi, insanlarda karsilasilabilecek
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muhtemel toksik tehlikeleri onceden tahmin etmeye yardimci olmaktadir. Genellikle
fare, rat, kopek, kedi, koyun, ke¢i veya maymun gibi memelilerin kullanildig:
hayvan deneyleri; degiskenlerin kontrol edilememesi, ekonomik olmamasi, deney
tamamlanma siiresinin uzunlugu, hayvan haklar1 ve uygulama esnasindaki etik
sorunlar ile biyolojik yanitin kantitatif ifadesinin zor olmasi nedeniyle daha az tercih
edilirler. Ayrica, hayvan deneylerinde; materyalin sekli, hayvanin materyale nasil
maruz birakilacagli, materyalin temas siiresi, biyolojik cevaplarin nasil
degerlendirilecegi ve hayvanlarin tiirli, yasi, cinsiyeti, vb. degiskenlerin kontrol
edilmesi gerekmektedir. En 6nemli dezavantaji ise, insan viicudunun verecegi
biyolojik yaniti temsil etmek ilizere bir hayvan tiiriiniin uygunlugu hakkinda soru
isaretlerinin var olmasidir. Bu deneylerde, biyouyumlulugu test edilecek dental
materyalin piyasaya siiriilmeden 6nceki formu kullanilmakta ve spesifik olmayan
lokal toksik etkilerin incelenebilmesi amaciyla doku igerisine implante edilmektedir.
Test materyalleri deney hayvanlarinin deri alti, kas i¢i veya kemik igine
yerlestirilerek bir hafta - bir ka¢ ay arasinda dokular makroskobik ve mikroskobik
olarak incelenmektedir (83, 87, 90, 105).

Diger bir alternatif, lizerinde delikler bulunan polietilen tiipler igerisine
yerlestirilen test materyalinin implantasyonudur. Implantasyon calismalari
sonucunda, polimerize olan materyallere oranla polimerize olmamis birgok
materyalde daha fazla toksik reaksiyon goriilmiistiir. Amalgam ile kompozit
rezininin deri alti doku reaksiyonlarinin karsilagtirildigi ¢calismalarda kompozit rezine
karsi daha fazla doku reaksiyonu belirlenmistir. Parcalar halinde yerlestirilen

kompozit rezine karsi, 8 hafta sonra bile enflamasyon goriilmiistiir (114, 118, 122).

11. KLINIK CALISMALAR (Kullanim Testleri)

Yeni bir materyalin se¢ciminde, mekanik ve fiziksel 6zelliklerin yaninda
biyolojik 6zellikler de biiyilik bir neme sahiptir. Hayvanlar (kopek ve maymun gibi
biiylik olanlar) veya goniillii insanlar iizerinde gerceklestirilen kullanim testleri,
klinik ortami1 her bakimdan taklit etmelidir. Bu yontem; laboratuvar ve hayvan
deneylerinde giivenilir bulunan bir materyalin insanlar {izerinde kullanilmasi
sonrasinda, materyale verilen cevaplarin gozlenmesi esasina dayanmaktadir.

Materyallerin biyouyumluluguyla ilgili en dogru sonuglart bu test yontemiyle elde
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etmek miimkiindiir. Test edilecek materyallerin klinik oncesi alerjik 6zellikleri,
deney hayvanlar1 iizerinde deri hassasiyet testi uygulanarak belirlenir. Alerjik
ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan diger testler; Maksimizasyon ve Buhler
yontemleridir. Farkli icerik ve 6zelliklere sahip bir¢ok dental materyal; dis dokulari,
alveol kemigi, yumusak doku ve sivilarla (tiikiiriik, diseti olugu sivisi) temas
etmektedir. Yapilacak klinik ¢alismalarda; pulpa reaksiyonlari, gingiva ve
periodonsiyum ile biyouyumluluk, oral mukozada irritasyon ve plak olusumu gibi
biyolojik parametreler degerlendirilmektedir. Histolojik inceleme ic¢in hazirlanan
diglerin pulpasinda meydana gelen akut veya kronik iltihap ile odontoblast
reaksiyonlar1 degerlendirilir. Kullanim testleri ile ilgili bir¢ok komplikasyon ve sorun
mevcuttur. Kontrolii ve degerlendirmesi zor olan bu testler, pahali ve zaman alici
olmasinin yani sira yasal ve etik agilardan da olduk¢a komplekstir. Klinik testler
sadece ISO kurallar tarafindan tavsiye edilen biyouyumluluk testlerinin ilk {i¢ fazini

basarili bir sekilde gecmis materyallerle yapilabilmektedir (85-87, 96, 123).

12. ADEZiV RESTORATIF DiS HEKIMLiGINDE BiYOUYUMLULUK

Glinlimiizde yapilan ¢alismalar, dislerin restorasyonunda kullanilan birgok
materyalin biyolojik dokular iizerinde yan etkiye neden olabilecek maddeler
saldigin1 gostermektedir. Rezin esasli materyallerin; postoperatif hassasiyete, alerjik
reaksiyonlara, lokal immiinolojik etkilere, sistemik Ostrojenik etkilere, apoptotik
reaksiyonlara, kanserojenik etkilere ve uzun déonemde pulpal enflamasyona neden
oldugu bildirilmistir. Rezin esasli restoratif materyallerin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesinde ilk adim igerisindeki maddelerin zararli etkilerini belirlemek,
ikinci adim materyalden salinan kimyasallarin dozunu tespit etmek ve son adim doza
verilen cevabi gozlemlemektir. Dentinin kalinlig1 yeterli ise, dentin adezivleri pulpa
iltthabina neden olmazlar. A¢ik pulpanin iizeri sizintt ve oral kontaminasyonu
engelleyecek sekilde kapatildigi takdirde, hiicre reorganizasyonu ve dentin kopriisii
olusumuyla tam tikanma kapasitesine sahiptir (83, 86, 124, 125).

Adeziv rezinlerin difiizyonu ve buna bagli sitoksisitesini etkileyen faktorler;
kavitenin hazirlanmasi, kalan dentin kalinligi, adezivin se¢imi, polimerizasyon
miktar1, restoratif maddenin bilesenleri ve yikilmasidir. Ozellikle derin dentine

yerlestirilen adezivlerden sonra goriilen enflamasyon ve nekrozun asil nedeni; steril
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olmayan uygulamalarin yani sira, dentin tiibiilleri yoluyla ger¢eklesen bakteriyel
mikrosizintidir. Dentin, iltihabi ajanlarin diflizyonunu smirladigindan, kavite
acilirken gereksiz yere kaldirilmasindan kaginmak gerekir. Dentin kalinlig
azaldikga, tiibiillerin ¢ap1 ve sayist artarak daha fazla gegirgenlige neden olacak ve
pulpa restoratif materyallerin toksik etkilerine maruz kalabilecektir. Rezin esash
dental materyaller; HEMA, BisGMA, TEGDMA ve UDMA gibi farkli monomerler
icerir. Dentin igerisindeki su ile yer degistirebilen HEMA monomerini igeren adeziv
sistemlerin biyouyumlulugu, pulpaya yakin bolgede yer alan dentin tiibiillerinin
sayisinin ve c¢apinin artmasi bakimindan olduk¢a Onemlidir. Dentinin asitlendigi
durumlarda, artan gecirgenlik nedeniyle polimerize olmamis bilesenlerin
toplanmasinda artis olabilmektedir. Polimerize olmamis monomerler dis pulpasi i¢in
potansiyel risk olusturmaktadir. Artik monomerlerin biyolojik risk olusturabilmesi
icin, birtakim faktorlerin de mevcut olmasi gerekmektedir. Sozgelimi, artik
monomerlerin polimer yapidan serbestlesebilmeleri, pulpaya difiize olabilmeleri i¢in
kolayca ¢oziinebilmeleri, toksik reaksiyon olusturabilecek doza ve kimyasal 6zellige
sahip olmalar1 gerekmektedir. Bununla birlikte, rezin monomerlerin fibroblastlarin
mitokondriyal aktivitelerini degistirdigi ve pulpa dokusundaki hiicreleri etkileyerek
enflamatuvar medyatorlerin salinmasina neden oldugu bildirilmistir (114, 125, 126).
Rezin materyalden ayrilan ve oOzellikle polimerize olmayan bilesenlerin
pulpanin verecegi cevabi etkileyebildigi belirtilmektedir. Bu nedenle; total-etch
adeziv sistemlerin yiizeyel kavitelerde, self-etch adeziv sistemlerin ise geng, derin ve
gecirgenligi artmig kavitelerde kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Self-etch adezivler,
polimerize olmamis monomerlerin pulpaya difiizyonunu sinirlayan smear tikaglarini
etkilemez. Rezin esaslt materyallerin sistemik toksisiteye sebep oldugunu gdsteren
sonuclara ulasilamamistir. Restoratif materyallerin pulpa, dis eti ve oral mukozada
sebep oldugu reaksiyonlar kisa siireli olabildigi gibi, yerlestirilen materyal ve
kullanilan ajanin miktarina bagli olarak uzun siirebilmektedir. Siddetli ve uzun siireli
irritasyonlar pulpada daimi hasarlara yol acabilmektedir. Rezin esasli materyaller ve
adeziv ajanlar pulpa iizerinde lokal toksik reaksiyon olusturma potansiyeline

sahiptirler (124, 125, 127, 128).
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GEREC VE YONTEM

Calismamizda; klinikte rutin olarak kullanilan, bes farkli tek asamali self-etch
adeziv materyalin sitotoksik potansiyelleri kalitatif ve kantitatif olarak iki agsamada
degerlendirildi. Calismanin ana semasi Sekil I1I’de verilmistir.

% Kalitatif degerlendirme asamasi, Hacettepe Teknokent Teknoloji Transferi
AR-GE Damigmanlik Enerji Saglik Cevre Iletisim Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi
(HT-TTM) araciligi ile Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

% Kantitatif degerlendirme ile kalitatif asamaya ait doz/inkiibasyon siiresinin
sitotoksisiteye etkisini inceleyen mikroskobik ¢alismalar, Hacettepe Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

TEST MATERYALLERININ in vitro SITOTOKSIK
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

KALITATIF KANTITATIF
DEGERLENDIRME DEGERLENDIRME
|| Testmateryallerinin || Test materyallerinin
hazirlanmasi hazirlanmasi
b Hiicre kiltlri ¢alismas — Hiicre klturi calismasi

Sitotoksik testin Sitotoksik testin

|| uygulanmasi uygulanmasi
(Direkt Temas Testi) (MTF Testi}
\ *Doz bagimh
) N einkiibasyonsiiresi
Doz ve inkiibasyon . bagimh
stiresi bagimh .
— galismalarin ,_
mikroskobik Istatistiksel Analiz
incelenmesi || *Tekrarh Siciimlerde

varyans analizi
*Bonferonni Testi

Sekil III: [n-vitro sitotoksisite calismamizin dzeti.
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In-vitro sitotoksik potansiyelleri degerlendirilen adeziv materyaller Resim

1’de gdsterilmistir.

Resim 1: [n-vitro sitotoksisite testlerinde kullanilan adeziv materyaller.

Kullanilan adeziv materyallerin karakteristik 6zellikleri (iiretici firmalari, lot

numaralar1 ve kimyasal igerikleri) Tablo 2’de verilmistir.

Adeziv Kodu Uretici Lot Kimyasal Icerigi
materyaller Firmasi Numarasi y gens
Dentsply

Bifonsiyonel  Akrilat,  Asit  Akrilat,
150500080 Fonksiyonalize Fosforik  Asit  Esteri,
Tersiyer Biitanol, Baslatici, Stabilizator, Su.

Prime&bond® DeTrey
One Select HEROIS Konstanz,

Almanya

Self-Etching Adeziv Monomeri Gliserol
Fosfat Dimetakrilat (GPDM), Mono- ve Di-
. [ Fonksiyonel = Metakrilat Monomerlerini
Optibond OB- 5501566  iseren  Ko-Monomerler, — Nano-Boyutlu

. Scafati, 7.
All-in-One AlIO ftalya Doldurucular, Sodyum Hekza Flora Silikat
ve Iterbiyum Florit Salan Doldurucular,
Kamforokinon Bazli Fotobaslaticilar,
Etanol, Aseton ve Su.
o GC Dimetakrilat, 4-Metakriloksietil Trimellitat
G'!:)Ond GB Tokyo, 1504201 Anhldrlt (4-META), FOSfOrlk ASlt Ester
Universal Ja Monomeri, Silikon Dioksit, Fotobaslatici,
ponya
Aseton, Su.
Cloarfil® Kuraray MDP ‘Fosfat . Mono.meri, Bisfenol-A
e CUB Okayama, 3D0007 D¥g11s1d%lmeta.kr11'at (.Bls-GN.IA), HEMA,
Universal Bond Japonya Hidrofilik Alifatik Dimetakrilat, Kolloidal
Silika, Silan, dl-kamforokinon, Etanol, Su.
10-metakriololoksidesil dihidrojen fosfat
Single® Bond 3M ESPE (MDP), Dimetakrilat rezinler, 2-Hidroksietil
Universal SBU Neuss, 580934 Metakrilat (HEMA), VitrebondTM
Almanya Kopolimer, Doldurucu, Silan, Baslaticilar,

Etanol, Su.
Tablo 2. Test edilen adeziv materyaller ve 6zellikleri.
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Sitotoksik aktivitenin tiim degerlendirme asamalari, ISO standartlar

kapsaminda yapilmis olup, uygulanan standartlar Tablo 3’de verilmistir.

TS EN ISO 10993 Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi

Bir Risk Yonetim Siirecinde Degerlendirme ve
TS EN ISO10993-1 (2014)
Deney

TS EN ISO10993-5 (2010) | Viicut Dis1 Sitotoksisite Deneyleri

TS EN ISO10993-12 (2013) | Numune Hazirlama ve Referans Malzemeler

Tablo 3: Sitotoksisite testleri esnasinda uygulanan standartlar.

1. Sitotoksik Etkinin Kalitatif Degerlendirmesi
Calismamizin bu agamasinda, materyallerin in-vitro sitotoksik potansiyelleri;
“TS EN ISO 10993-12 ve TS EN 10993-5" standartlarina uygun olan direkt temas
yontemi ile belirlendi. Bu yontemde, test materyalleri ISO standartlartyla belirlenen

negatif kontrol, pozitif kontrol ve reaktif kontrol gruplartyla karsilagtirildu.

Negatif kontrol grubu: Sitotoksisite testlerine tabi tutuldugunda deney
sistemi i¢erisinde tekrarlanabilir olan ve sitotoksik cevap olusturmayan herhangi bir
malzeme ve/veya madde olarak tanimlanmaktadir. Calismamizda negatif kontrol
grubu olarak yiiksek yogunluklu polietilenin test numunesi (HDPE) ve ayni sekilde

kultiir vasati ile hazirlanan ekstresi kullanildi.

Pozitif kontrol grubu: Sitotoksisite testiyle degerlendirildiginde deney
sistemi igerisinde tekrarlanabilir olan ve sitotoksik cevap olusturan herhangi bir
malzeme ve/veya madde olarak tanimlanmaktadir. Caligmamizda pozitif kontrol

grubu olarak Dimetil siilfoksit (DMSO) kullanildi.

Reaktif kontrol (kér numune) grubu: Deney numunesinin bulundugu kaba
benzer bir kap icerisinde tutulan ve deney numunesinin 6ziitlenmesi esnasinda maruz
birakildig1 sartlara maruz birakilan deney malzemesi icermeyen Oziitleme araci
olarak tanmimlanmaktadir. K6r numunenin amaci; 6ziitleme kabi, 6ziitleme araci ve
oziitleme iglemine bagli muhtemel bozucu etkileri degerlendirmektir. Reaktif kontrol

grubu olarak, test materyallerinin bulunmadig kiiltiir vasat1 kullanildu.



41

1.1. Test Materyallerinin Hazirlanmasi
Materyaller herhangi bir isleme tabi tutulmadan (ekstre almadan) direkt
olarak teste alindi. Bu amagla, test edilecek adezivler inert absorban bir filtre
kagidina emdirilerek hiicre kiiltlirline uygulandi. Filtre kagitlari, testlerden en az 1
giin once, mikroplagin bir kuyucugunun 1/10’u (24 kuyucuklu mikroplak igin
0.2cm?) bityiikliigiinde yuvarlak sekilde kesilip kapali cam petri igerisinde sterilize
edildi. Ayn1 zamanda, filtre kagitlarin1 mikroplaga uygularken kullanmak iizere test

materyali sayist kadar twizer ¢ift kat alliminyum folyoya sarilarak otoklavlandi.

1.2. Hiicre Kiiltiirii Calismasi
Materyallerin sitotoksik potansiyellerini kalitatif olarak degerlendirdigimiz
direkt temas testinde, ISO standartlarinin bu yontem i¢in 6nerdigi, maymun bobrek
epitelyal hiicre [CCL81 (Vero) | hatt1 ve kiiltiir ortam1 olarak %S5 fetal bovine serum

(FBS) iceren minimum essential medium (MEM) kullanild:.

* Hiicreler; karbondioksit inkiibatoriinde 37+1°C’de inkiibe edilerek flasklarda
iiretildi ve flasktaki hiicreler %80 yogunluga ulastiginda, her bir kuyucugu Iml
olan 24 kuyucuklu mikroplaga pasajlandi.

* Flasktaki hiicreler 1xTripsin/EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit) ile
kaldirildiktan sonra, 24 kuyucuklu mikroplak i¢in steril falkon tiipte %5 FBS

iceren 25ml hiicre kiiltiir ortam1 hazirlandi.

1.3. Direkt Temas Testinin Uygulanmasi

» Hiicre kiiltiir ortam1 i¢inde dagitilan hiicreler, S5Sml’lik steril serolojik pipetle
24 kuyucuklu mikroplagin her bir kuyucuguna 1ml olacak sekilde yerlestirildi. Biitiin
kuyucuklar tamamlandiktan sonra mikroplak, yatay rotasyon hareketleriyle
sallanarak hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.

» Mikroplak inkiibatore kaldirilip hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra,
hiicrelerin yogunlugu mikroskop altinda kontrol edildi. Hiicre yogunlugu %380’e
ulastiginda numuneler uygulandi.

» Kontrol gruplari ve steril filtre kagitlarina emdirilmis adeziv materyaller, taze
kiiltiir ortam1 eklenen kuyucuklara her biri 3 kuyucuk olacak sekilde uygulandi.

» Mikroplaklar, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan mikroskopla gozlendi.
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Testin uygulanig basamaklar1 Sekil IV’de 6zetlenmistir.

Adeziv test numuneleri ve hiicre
kiiltiirii hazirlanan 24 kuyucuklu

mikroplak

Hiicre kiiltiirii hazirlanan 24
kuyucuklu mikroplagin test

numunelerine gore ayrilmasi

Adeziv test numunesinin steril

filtre kagidina damlatilmasi

Adezivi emen steril filtre
kagitlarinin hiicre Kkiiltiirlerine

direkt uygulanmasi

Mikroplagin tiim kuyucuklarina
kontrol ve test gruplarimin

yerlestirilmesi

Sekil IV: Direkt temas testinin uygulanmasi.
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» 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, hiicrelerin yogunlugu ve morfolojileri
kontrol gruplariyla karsilastirildi. Boylece, test numunelerinin olusturdugu biyolojik
reaksiyonun siddeti 0—4 degerleri arasinda degisen skalaya gore degerlendirildi.
Hiicre kiiltiiriinde olusan reaksiyon zonunun derecesi 2’den yiiksek ise numune

sitotoksik olarak kabul edildi [Tablo 4 (ISO 10993-5: 2010)].

Derece | Reaksiyon Reaksiyon Zonunun Tanimlanmasi
0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok
1 Cok az | Numune altinda baz1 sekli bozuk veya pargalanmis hiicreler var
2 Hafif Sadece numune altinda zon olusumu var
3 Orta Zon olusumu numune sinirlarin1 1cm’e kadar agmis
4 Siddetli | Zon olusumu numune sinirlarint 1cm’den daha fazla asmis

Tablo 4: Test materyallerinin direkt temas testinde olusturdugu reaksiyon

zonunun tanimlanmasi.

2. Sitotoksik Etkinin Kantitatif Degerlendirmesi
Calismamizin bu asamasinda, materyallerin in-vitro sitotoksik potansiyelleri,
“TS EN ISO 10993-12 ve TS EN 10993-5” standartlarina uygun olan MTT testi ile
degerlendirildi.

2.1. Test Materyallerinin Hazirlanmasi
Materyallerin Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) igerisinde
maksimum ¢oziinmesinin saglandig1 %]1°lik stok c¢ozeltileri hazirland1 ve 0.2um’lik
filtrelerden gegirilerek steril edildi. Bu stok ¢dzeltilerden alinan 6rnekler, kiiltiir
ortaminin igerisinde 1/10 oraninda ii¢ kez seri seyreltilerek test diliisyonlar1 (%0.1,
%0.01 ve %0.001) hazirlandi. Boylece, test materyallerinin dort farkli dozu
kullanilmis oldu. Test materyalinin eklenmedigi kuyucuklar kontrol grubu olarak

degerlendirildi.

2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismasi
Materyallerin sitotoksik potansiyellerini kantitatif olarak degerlendirdigimiz

MTT testinde; ISO standartlarinin bu yontem i¢in dnerdigi hiicre hatlarindan biri
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olan ve memeli sistemleri temsil etmeye uygunlugu nedeniyle, fare deri alt1 bag
dokusundan elde edilen, fibroblast kdkenli ve L Strain hiicrelerinden tiiretilmis L.929
fare fibroblastlarindan olusan klonal hiicre hatti kullanildi. Bu hiicre Hacettepe
Universitesi Biyoloji Béliimii Fizyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi. Calisma

boyunca bu hiicre hattinin 37-40. pasajlar1 kullanildi.

> Kiiltiir Ortamimin Hazirlanmast ve Hiicre Hattinin Cogaltilmasi
L929 hiicreleri; %10 FBS (Lonza, Belgika) ve %1 penisilin/streptomisin
(Lonza, Belgika) ile desteklenmis yiiksek glukozZlu DMEM [HyClone, Utah, USA]
ile hazirlanmis kiiltir ortaminda, 37°C sicaklik, %5 CO; ve %95 nem igeren
inkiibatorde aseptik kosullarda iiretildi. Bu amagla 25¢cm” ve 75cm?’lik hiicre kiiltiirii
kaplar1 kullanildi.
24-72 saat inkiibasyon siiresince; hiicre yogunlugu ve hiicrelerin kiiltiir kab1

ylizeyine tutulumu alttan aydinlatmali 151k mikroskobuyla (Olympus) incelendi.

» Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80-90 hiicre yogunluguna ulagmis hiicreler pasajlanarak g¢ogaltildi. Bu
amagcla besiyeri; hiicrelerin tutunmadig1 yiizeyden pipetor ile toplanarak atik kabina
bosaltildiktan sonra, hiicreler PBS (Phosphate buffered saline) ile 2 kez yikandi. 1ml
tripsin-EDTA (Gibco-BRL, Gaithersburg, USA) c¢ozeltisi kiiltiir kabina eklenip,
hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi i¢in 5 dakika siireyle 37°C’lik etiivde (Sanyo) inkiibe
edildi. Hiicreler yilizeyden ayrildiktan sonra, Sml DMEM Kkiiltiir kabina eklenip, 5
dakika stireyle 800rpm (rounds per minute)’de santrifiij (Hanil-Combi 514-R) edildi.
Daha sonra siipernatant atilip, santrifiij tiibii alt ¢eperinde peleti olusturan hiicreler
hafifce kaldirildi. 10ml kiiltiir ortami iginde siispanse edildi. Daha sonra hiicre
slispansiyonu esit olarak 2 ayr kiiltiir kabina boliintip, kiiltiir kaplart %95 nem ve %5
CO; igeren 37°C sicakliktaki etiivde inkiibasyona birakildi. Bir sonraki pasajlama

islemine kadar kiiltiir kab1 igerisindeki kiiltlir ortam1 2-3 giinde bir tazelendi.

» Canl Hiicre Saytmi (Tripan Mavisi Boya Atilum Testi)
Caligmamizda kullanilan hiicrelerin canliligi ve sayimi, tripan mavisi boya

atilim yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yontemde; hiicre siispansiyonu %0.4’liik
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tripan mavisi (Sigma, USA) ile 1:1 oraninda karigtirildiktan sonra, thoma lami
iizerine yiiklenerek mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Olii hiicreler, hiicre
membranlarini kaybettikleri i¢in boyay1 igine alarak mavi renkte, canli hiicreler ise
boya almadigi i¢in seffaf sekilde izlendi (Resim 2).

Sayim alanindaki tim bolmeler sayilarak, hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml)
AxSFx10* formiiliine gére hesaplandi (A: Sayim alaninda sayilan hiicre sayisi, SF:

Sulandirma faktorii).

A B

0

=

Sayim Alam

A

A: Thoma laminin genel goriiniisii.

B: Thoma lamindaki sayim alaninin biiyiitiilmiis goriintiisi.

C: Tripan mavisi boya atilim yonteminin mikroskobik goriintiisii

Resim 2: Tripan mavisi boya atilim testi.

2.3. MTT Testinin Uygulanmasi

L929 hiicre hatt1, “hiicre kiiltlirii caligmasi” bdoliimiinde ayrintili sekilde
belirtildigi tizere ¢cogaltildi. Yukarida bahsedildigi gibi, thoma laminda hiicre sayimi
yapilarak 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu
mikroplaklardaki her bir kuyucuga 100ul (10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde)
eklendi. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in mikroplaklar, %5 CO, ve %95 nem igeren
37 °C’deki etiivde 24 saat siireyle inkiibe edildi.

24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki besiyerleri mikropipet yardimi
ile uzaklastirildi ve dort farkli diliisyonda (%0.001, %0.01, %0.1 ve %]1) test
materyallerini igeren 100ul kiiltiir ortami1 ile muamele edildi. Boylece, test

materyallerinin L.929 hiicreleri iizerindeki doza bagl sitotoksik etkilerine ait plak
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diizeni olusturuldu. Tim islemler, toplamda {i¢ adet mikroplaga benzer sekilde
uygulandi. Hazirlanan ti¢ mikroplak, ti¢ farkli siirede (24, 48 ve 72 saat) 37°C’de, %5
COy’li nemli ortamda inkiibe edilerek, test materyallerinin L929 hiicreleri iizerindeki
stireye bagli sitotoksik etkilerine ait calisma diizenegi olusturuldu.

Inkiibasyonlardan sonra hiicrelerin, alttan aydinlatmali optik mikroskop
(Olympus IX71, Japonya) altinda ve x10 biiylitmede morfolojik incelemeleri
gerceklestirildi. Mikroskoba bagli dijital kamera (Olympus C-400, Japonya) ile
fotograflandi. Ayni kosullar altinda, hiicre proliferasyonunu (¢ogalmasini) belirlemek
amactyla MTT testi uygulandi.

Test materyalinin eklenmedigi grup, kontrol grubu olarak kullanildi. Test
materyallerinin farkli dozlarini igeren ve farkli inkiibasyon siirelerinde inkiibe edilen
hiicre kiiltiir ortami uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklara 100uL. serumsuz besi
ortami1 ve 10uL MTT (2,5mg/ml steril PBS) ¢ozeltisi eklendi. Mikroplaklar, bu
sekilde %5 CO; iceren 37°C’deki inkiibatorde ili¢ saat daha inkiibe edildi.

MTT soliisyonunun, canli hiicrelerin mitokondrilerinde formazan kristallerine
donitistiiriilmesi ve formazan kristallerinin isopropanol i¢inde ¢dziindiiriilerek
absorbans degerlerine bakilmasi sonucu, hiicre canliligi hakkinda bilgi edinilmesi
amaclandi. Ug saatin sonunda, &rnekler {izerindeki ortam cekilerek yerine 200uL
isopropanol (0,04 mol Hidroklorik asit igeren) eklendi ve olusan formazan
kristallerinin ¢oziinmesi beklendi. Bu siirenin sonunda, hiicrelerin optik yogunluklari
690nm referans olmak tizere, 570nm’de mikroplak okuyuculu (BioTek-pQuant)
spektrofotometre ile olgtildil (Sekil V).

Materyallerle muamele edilen kuyucuklardaki optik dansite (OD) degerleri,
kontrol kuyucuklarin OD degerleriyle karsilastirildi ve adezivlerin her bir diliisyonu

icin canlilik degerleri (%) su sekilde formiile edildi:
% Canhlik = OD ¢nek) / OD (kontroty X100

Her bir test materyalinin, her bir diliisyonu i¢in li¢ kuyucuk kullanildi ve
deneyler iki kez tekrarlandi. Elde edilen verilerin ortalamalar1 alinarak analizler
tamamlandi. Test edilen her diliisyon i¢in hesaplanan canlilik degerleri (%), standart

sapmalart ile birlikte degerlendirildi.



47

Hiicrelerin hazirlanmasi
ve test materyallerinin

uygulanmasi

L.929 hiicrelerinin
inkiibasyonu ve optik
mikroskop ile hiicrelerin

goriintiilenmesi

MTT cozeltisinin
eklenmesini takiben
mikroplak okuyucu ile

spektrofotometrik analiz

Sekil V: MTT testinin uygulanmasi.

2.4. Istatistiksel Analiz

MTT testinden elde edilen canlilik verilerinin (%) istatistiksel degerlendirmesi,
Graphpad Prism5 paket programi kullanilarak gergeklestirildi. Uygulanan test
materyallerinin farkli doz ve inkiibasyon siirelerinin, hiicre canlilifina etkisini
degerlendirilmek amaciyla, tekrarli dlgtimlerde iki yonlii varyans analizi uygulandi.
Anlamlt bulunan gruplarda, etkinin hangi etken ve etkilesim grubundan

kaynakladiginin belirlenmesi i¢in, Bonferroni post-testi uygulandi (p=0.05).
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Calismamizda, bes farkli tek asamali self-etch adezivin sitotoksisiteleri, in-

vitro direkt temas testi ile kalitatif ve MTT testi ile kantitatif olarak degerlendirildi.

1. Direkt Temas Testine Ait Bulgular

Test edilen materyallerin, maymun bobrek epitelyal hiicreleri (CCLS81)

iizerine direkt temas metodu ile uygulanmasi sonucunda belirlenen biyolojik

reaksiyonunun siddeti Tablo 5’de gdsterilmistir.

Sitotoksisite
Gruplar Derecesi Reaksiyon | Reaksiyon Zonunun Ozelligi
1.Tekrarda | 2.Tekrarda | 3.Tekrarda
Negatif Test materyali etrafinda veya
0 0 0 Yok
Kontrol altinda saptanabilir bir zon yok
Reaktif Test materyali etrafinda veya
0 0 0 Yok
Kontrol altinda saptanabilir bir zon yok
Zon olusumu numune sinirlarini
PB-0OS 3 3 3 Orta
lcm’e kadar agmis
Zon olusumu numune sinirlarini
OB-AIO 4 4 4 Siddetli
lcm’den daha fazla asmis
Zon olusumu numune sinirlarini
GB 4 4 4 Siddetli
lcm’den daha fazla asmis
Zon olusumu numune sinirlarini
CUB 4 4 4 Siddetli
Icm’den daha fazla asmis
Zon olusumu numune sinirlarini
SBU 4 4 4 Siddetli
lcm’den daha fazla asmis
Pozitif Zon olusumu numune sinirlarini
4 4 4 Siddetli
Kontrol Icm’den daha fazla asmis

Tablo 5: Reaksiyon zonuna gore degerlendirilen numunelerin sitotoksisite dereceleri.
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Direkt temas testi sonuglarina gore;

X/
°e

Test edilen 8 grupta (kontrol gruplart ve bes farkli adeziv) yapilan dlgiimler

ticer kez tekrarland1 ve her tekrarda ayni sonug alindu.

X/
°

Negatif ve reaktif kontrol gruplarinda, test materyali etrafinda veya altinda

reaksiyon zonu belirlenmedi.

X/
°e

PB-OS ile muamele edilen kiltiir ortaminda, zon olusumunun numune
siirlarint 1em’e kadar agtigi tespit edildi.

SBU, CUB, GB ve OB-AIO ile muamele edilen kuyucuklarda zon

X/
°e

olusumunun numune sinirlarin1 1cm’den daha fazla astig1 goriildii.
Her bir adeziv i¢in uygulanan in-vitro sitotoksisite testlerinin sonug raporlari

Ek 1, Ek 2, Ek 3, Ek 4, Ek 5 ve Ek 6 olarak verilmistir.

2. MTT Testine Ait Bulgular

Test materyallerinin in-vitro sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla,
hiicre canliligint belirleyen yontemlerden biri olan MTT testi uygulanmistir. Bu
amacla 1929 fare fibroblast hiicreleri test materyallerinin 4 farkli dozu (%0.001,
%0.01, %0.1 ve %l) ile 24, 48 ve 72 saat slireyle inkiibe edilmistir. Test
materyallerinin doz ve inkiibasyon siiresi sonucu elde edilen canlilik degerlerinin (%)
ortalamalari, standart sapmalariyla birlikte Tablo 6’da gdsterilmistir. Ortalamalar her
degiskenin ii¢ tekrarli yapildigi, iki bagimsiz deneyin sonuglarini temsil etmektedir.

Uygulanan test materyalinin doz ve inkiibasyon siiresinin, hiicre canliliklarina
etkisinin degerlendirilmesi i¢in iki yonlii varyans analizi uygulanmistir. Anlamh
bulunan gruplarda, etkinin hangi etken ve etkilesim grubundan kaynakladiginin
belirlenmesi i¢in de Bonferroni post-testi uygulanmigtir. MTT testine ait istatistiksel

degerlendirmeleri gosteren veriler Tablo 7 ve 8’de 6zetlenmistir.



50

iINKUBASYON SURELERI
MATERYALLER| DOZ
24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol | 100.00 + 201 10002 * 543  100.03 * 8.32
%0.001 | 9977 + 133 9727 + 455 69.11 + 11.72
PB-0S %0.01 | 10228 + 174 10225 + 4.46 56.72 + 556
%0.1 | 10047 + 1.72 78.63 + 5.01 2659 + 3.40
%1 20.00 + 1.69 1462 + 1.00 1354 + 1.44
Kontrol | 100.00 + 201 10002 * 543  100.03 * 8.32
%0.001 | 9447 + 7.91 8532 + 16.66 6351 + 483
OB-AIO %0.01 | 9250 + 453 76.08 + 8.45 5210 + 7.69
%0.1 76.67 + 1086 5212 * 7.90 3345 + 264
%1 2869 + 3.80 19.83 + 3.12 1727 + 268
Kontrol | 100.00 + 201 10002 * 543  100.03 * 8.32
%0.001 | 9533 + 636 6896 =+ 6.17 7187 + 577
GB %0.01 | 89.98 + 1.89  66.69 * 502 6164 + 3.11
%0.1 7139 + 746 6557 * 565 58.84 + 4.37
%1 3529 + 0.80 19.07 + 2.78 16.78 + 1.24
Kontrol | 100.00 + 201 10002 * 543  100.03 * 8.32
%0.001 | 7221 + 1.02 70.60 + 5.44 7960 + 3.71
CuB %0.01 | 6576 + 6.12 63.64 + 3.28 65.77 + 4.36
%0.1 58.06 + 3.98 6055 + 3.39 3757 + 4.18
%1 35.86 + 2.72 1963 + 1.20 1919 + 205
Kontrol | 100.00 + 201 10002 * 543  100.03 * 8.32
%0.001 | 85.15 + 10.04 67.41 + 8.16 8761 + 832
SBU %0.01 | 7516 + 267 6249 + 7.42 7926 + 6.78
%0.1 7241 + 145 59.72 + 8.15 5216 + 219
%1 2691 + 1.85 1752 + 0.82 16.07 + 0.68

Tablo 6: Test materyallerinin L929 hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyonu

sonucu elde edilen canlilik degerleri (%).

*Tabloda goriilen canlilik degerleri (%) 6 tekrarin ortalamasini + standart sapmasini ifade etmektedir.
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Degiskenlere ait kaynak Df SS MS F p
PB-OS
Zaman x Doz 8 15960 1995 29,43 < 0.0001
Zaman 2 18490 9245 136,4 <0.0001
Doz 4 118000 29510 377,7 <0.0001
Hata (Residual) 70 4746 67,80
OB-AIO
Zaman x Doz 8 6591 823,8 20,70 < 0.0001
Zaman 2 11340 5669 142,5 <0.0001
Doz 4 100400 25110 536,9 <0.0001
Hata (Residual) 70 2786 39,79
GB
Zaman x Doz 8 2604 325,5 12,14 < 0.0001
Zaman 2 4803 2402 89,56 < 0.0001
Doz 4 90450 22610 606,0 <0.0001
Hata (Residual) 70 1877 26,81
CcuB
Zaman x Doz 8 3150 393,8 22,82 <0.0001
Zaman 2 589,6 294,8 17,08 <0.0001
Doz 4 93120 23280 856,0 <0.0001
Hata (Residual) 70 1208 17,26
SBU
Zaman x Doz 8 3563 445,4 13,17 < 0.0001
Zaman 2 2029 1014 30,00 <0.0001
Doz 4 100700 25170 654,5 <0.0001
Hata (Residual) 70 2367 33,81

Tablo 7: MTT testi sonuclarina ait iki yonlii varyans analizi tablosu.

**Df (Degrees of freedom): serbestlik derecesi, SS(Sum-of-squares): Kareler toplami, MS (Mean

square): Kareler ortalamasi, F (F value): F degeri, p: anlamlilik diizeyi.
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ETKILESIM SBU OB-AIO GB CUB SBU
GRUPLARI t P t P t P t P t P
Kontrol/ %0,001
24saat 0,09828 P>0.05 |1,759 P>0.05 |1,764 P>0.05 |12,69 P<0.001 |5,137 P<0.001
48saat 0,7053 P>0.05 (4,707 P<0.001 |11,63 P<0.001 |13,36 P<0.001 |11,34 P<0.001
72saat 7,545 P<0.001 (11,55 P<0.001 |10,57 P<0.001 |9,221 P<0.001 |2,166 P >0.05
Kontrol/%0,01
24saat 0,5492 P>0.05 (2,444 P<0.05 |6,230 P<0.001 |15,47 P<0.001 |8,584 P<0.001
48saat 0,5492 P>0.05 (7,549 P<0.001 |12,50 P<0.001 |16,53 P<0.001 |13,01 P<0.001
72saat 10,13 P<0.001 |15,23 P<0.001 |14,30 P<0.001 [14,87 P<0.001 |6,589 P<0.001
Kontrol/%0,1
24saat 0,1041 P>0.05 (7,391 P<0.001 |10,70 P<0.001 |18,94 P<0.001 |9,560 P<0.001
48saat 8,030 P<0.001 (15,18 P<0.001 |[12,68 P<0.001 |17,96 P<0.001 |13,87 P<0.001
72saat 17,82 P<0.001 |20,92 P<0.001 |15,16 P<0.001 [28,20 P<0.001 |16,30 P<0.001
Kontrol/%1
24saat 21,41 P<0.001 (24,88 P<0.001 |[26,56 P<0.001 |31,88 P<0.001 |27,73 P<0.001
48saat 22,88 P<0.001 (27,88 P<0.001 [33,12 P<0.001 |40,15 P<0.001 |31,24 P<0.001
72saat 23,14 P<0.001 (28,80 P<0.001 [34,09 P<0.001 |40,21 P<0.001 |31,70 P<0.001
%0,001/%0,01
24saat 0,5472 P>0.05 (0,5783 P>0.05 |3,775 P<0.001 |2,355 P>0.05 |2,913 P<0.05
48saat 1,060 P>0.05 |2,402 P>0.05 (0,7340 P>0.05 (2,673 P<0.05 (1,408 P>0.05
72saat 2,189 P>0.05 (3,114 P<0.01 |3,146 P<0.01 |4,774 P<0.001 |3,738 P<0.001
%0,001 vs %0,1
24saat 0,1710 P>0.05 (4,760 P<0.001 |7,550 P<0.001 |5,283 P<0.001 |3,738 P<0.001
48saat 6,191 P<0.001 (8,852 P<0.001 [0,8913 P>0.05 |3,883 P<0.001 |2,136 P>0.05
72saat 8,687 P<0.001 (7,918 P<0.001 [3,880 P<0.001 |16,04 P<0.001 |11,94 P<0.001
%0,001 vs %1
24saat 17,48 P<0.001 |18,83 P<0.001 (20,21 P<0.001 [14,70 P<0.001 |18,11 P<0.001
48saat 18,14 P<0.001 |18,63 P<0.001 |16,68 P<0.001 [20,87 P<0.001 |15,39 P<0.001
72saat 12,18 P<0.001 |13,20 P<0.001 |18,43 P<0.001 [24,67 P<0.001 |24,06 P<0.001
%0,01 vs %0,1
24saat 0,3762 P>0.05 (4,181 P<0.001 |3,775 P<0.001 |2,928 P<0.05 |0,8253 P>0.05
48saat 7,251 P<0.001 (6,450 P<0.001 [0,1573 P>0.05 |1,209 P>0.05 |0,7282 P >0.05
72saat 6,498 P<0.001 (4,804 P<0.001 [0,7340 P>0.05 |11,27 P<0.001 |8,205 P<0.001
%0,01 vs %1
24saat 18,06 P<0.001 |18,21 P<0.001 (16,17 P<0.001 |12,18 P<0.001 |15,00 P<0.001
48saat 19,27 P<0.001 |16,06 P<0.001 |15,89 P<0.001 [18,02 P<0.001 |13,88 P<0.001
72saat 9,836 P<0.001 (9,867 P<0.001 |15,06 P<0.001 |19,56 P<0.001 |20,06 P<0.001
%0,1 vs %1
24saat 17,66 P<0.001 |13,74 P<0.001 |12,14 P<0.001 [9,050 P<0.001 |14,12 P<0.001
48saat 11,52 P<0.001 |9,166 P<0.001 |15,72 P<0.001 [16,72 P<0.001 |13,10 P<0.001
72saat 2,889 P<0.05 (4,732 P<0.001 |14,28 P<0.001 |7,519 P<0.001 |11,29 P<0.001

Tablo 8: MTT testi sonuglarina ait Bonferroni testi tablosu.

*A*t (t value): t degeri, p: anlamlilik diizeyi (p<0.0001, p<0.01, P < 0.05 degerlerinde veriler anlamli,

P > 0.05 degerlerinde veriler istatistiksel olarak anlamli degildir).
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MTT testi ile, in-vitro sitotoksik etkileri incelenen test materyallerinin her
birinin L1929 hiicreleri iizerindeki siire ve doz bagimli etkisi sirasiyla
degerlendirilmistir.

1- PB-OS adeziv materyaline ait MTT verileri iki yonlii varyans analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; hem tek baslarina doz ve inkiibasyon siireleri
hem de doz x inkiibasyon siiresi etkilesim gruplar1 arasinda anlamli farklilik
(P<0.001) oldugu tespit edildi. PB-OS ile muamele edilen L929 hiicrelerinde doz ve
inkiibasyon siiresindeki artigin, canlilik oranini (%) 6nemli dlglide azalttig1 gorildi
(Grafik I).

Farklilig1 yaratan gruplarin tespiti i¢in yapilan Bonferroni analizinde;

24 saatlik inkiibasyonda, yalnizca %1 ’lik adeziv diliisyonunun kontrol grubu
ve diger tiim dozlardan anlamli derecede farkli oldugu belirlendi. %1°lik diliisyondan
itibaren canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 tespit edildi (p<0.05).

48 saatlik inkiibasyonda, %1 ve % 0,1’lik adeziv diliisyonlarinin kontrol
grubu ve diger tim dozlardan anlamli derecede farkli oldugu gorildi. %0,1°lik
diliisyondan itibaren canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 izlendi (p<0.05).

72 saatlik inkiibasyonda ise, uygulanan tiim dozlarin kontrol grubundan
onemli Olgiide farklt oldugu goriildii. Ayrica en diisiik iki doz disindaki dozlar
arasinda anlamli fark bulundu. En diisik uygulama dozu olan %0,001’lik

diliisyondan itibaren canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 belirlendi (p<0.05).

150 -
EE kontrol
= B %0001
= 100- E= %0,01
2 oM %0,1
c
g %1
g 50- p anlamhilik diizeyleri
::3: wxe ™= 00001
0-

inkiibasyon Siiresi

Grafik I: PB-OS’nin 1.929 hiicreleri lizerindeki siire ve doz bagimli etkisini gdsteren grafik.
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2- OB-AIO adeziv materyaline ait MTT verileri iki yonlii varyans analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; hem tek baslarina doz ve inkiibasyon siireleri
hem de doz x inkiibasyon siiresi etkilesim gruplar1 arasinda anlamli farklilik
(P<0.001) belirlendi. OB-AIO ile muamele edilen 1929 hiicrelerinde doz ve
inkiibasyon siiresindeki artisin canlilik oranini (%) onemli 6l¢iide azalttigi tespit
edildi (Grafik II).

Farklilig1 yaratan gruplarin tespiti i¢in yapilan Bonferroni analizinde;

24 saatlik inkiibasyonda, %0,1 ve %1 ’lik diliisyonlarin kontrol grubundan
anlamli derecede farkli oldugu goriildi. En diisiik iki doz arasinda anlamli fark
goriilmezken, diger dozlar arasindaki fark anlamli bulundu. %0,01°lik diliisyondan
itibaren canliligin (%) anlamli oranda azaldig tespit edildi (p<0.05).

48 saatlik inkiibasyonda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubundan énemli
Ol¢iide farkli oldugu belirlendi. En diisiik iki doz arasinda anlamli fark goriillmezken,
diger dozlar arasindaki fark anlamli bulundu. %0,001°lik diliisyondan itibaren
canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 tespit edildi (p<0.05).

72 saatlik inkiibasyonda ise, uygulanan tiim dozlarin kontrol grubu ve
birbirinden anlamli derecede farkli oldugu goriildii. %0,001°lik diliisyondan itibaren

canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 belirlendi (p<0.05).
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Grafik I1. OB-AIO’nin L929 hiicreleri lizerindeki siire ve doz bagimli etkisini gdsteren

grafik.
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3- GB adeziv materyaline ait MTT verileri iki yonlii varyans analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; hem tek baglarina doz ve inkiibasyon siireleri
hem de doz x inkiibasyon siiresi etkilesim gruplar1 arasinda anlamli farklilik
(P<0.001) oldugu goriildii. GB ile muamele edilen 1929 hiicrelerinde doz ve
inkiibasyon siiresindeki artigin canlilik oranini (%) 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriildii
(Grafik III).

Farklilig1 yaratan gruplarin tespiti i¢in yapilan Bonferroni analizinde;

24 saatlik inkiibasyonda, %0,001 lik diliisyon disindaki tiim dozlarin kontrol
grubundan anlamli derecede farkli oldugu tespit edildi. Bununla birlikte, denenen
tiim dozlar arasinda da anlamli fark oldugu goriildi. %0,01°lik diliisyondan itibaren
canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 belirlendi (p<0.05).

48 saatlik inkiibasyonda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubundan énemli
olgtide farkli oldugu goriildii. Yalnizca %]1°lik diliisyon ile diger dozlar arasinda
anlamli fark bulundu. Diisiik dozlarda hiicre canlilik oraninda (%) Onemli bir
degisiklik olmadig: belirlendi (p<0.05).

72 saatlik inkiibasyonda ise, uygulanan tiim dozlarin kontrol grubu ve
birbirinden anlamli derecede farkli oldugu gozlendi. %0,001°lik diliisyondan itibaren

canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 belirlendi (p<0.05).
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Grafik III: GB’ nin L929 hiicreleri iizerindeki siire ve doz bagimli etkisini gosteren grafik.
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4- CUB adeziv materyaline ait MTT verileri iki yonlii varyans analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; hem tek baslarina doz ve inkiibasyon siireleri
hem de doz x inkiibasyon siiresi etkilesim gruplar1 arasinda anlamli farklilik
(P<0.001) oldugu goriildii. CUB ile muamele edilen L.929 hiicrelerinde dozdaki
artisin canlilik oranini (%) 6nemli dlglide azalttigr belirlendi. %0,001 ve %0,01°lik
diliisyonlarda sitotoksik etkinin inkiibasyon siiresi ile dogru orantili olarak artmadig,
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda izlenen etkinin diger inkiibasyon siirelerine
oranla daha az oldugu tespit edildi (Grafik IV).

Farklilig1 yaratan gruplarin tespiti i¢in yapilan Bonferroni analizinde;

24 saatlik inkiibasyonda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubundan énemli
Olciide farkli oldugu goriildii. En diistik iki doz disindaki tiim dozlar arasinda da
anlaml fark oldugu belirlendi. Test edilen tiim diliisyonlarn canlilig1 (%) anlamh
oranda azalttig1 tespit edildi (p<0.05).

48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubu ve
birbirlerinden anlamli derecede farkli oldugu belirlendi. %0,001’lik diliisyondan

itibaren canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 izlendi (p<0.05).
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Grafik IV: CUB’ nin L929 hiicreleri iizerindeki siire ve doz bagimli etkisini gosteren grafik.
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5- SBU adeziv materyaline ait MTT verileri iki yonlii varyans analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; hem tek baglarina doz ve inkiibasyon siireleri
hem de doz x inkiibasyon siiresi etkilesim gruplar1 arasinda anlamli farklilik
(P<0.001) oldugu goriildii. SBU ile muamele edilen 1929 hiicrelerinde dozdaki
artisin canlilik oranini (%) 6nemli dl¢lide azalttig1 belirlendi (Grafik V). %0,001 ve
%0,01°1ik diliisyonlardaki sitotoksik etkinin inkiibasyon siiresi ile dogru orantili
olarak artmadigi, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda izlenen etkinin diger
inkiibasyon siirelerine oranla daha az oldugu tespit edildi.

Farklilig1 yaratan gruplarin tespiti i¢in yapilan Bonferroni analizinde;

24 saatlik inkiibasyonda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubu ve
birbirlerinden énemli dl¢lide farkli oldugu goriildi. %0,001°lik diliisyondan itibaren
canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 belirlendi (p<0.05).

48 saatlik inkiibasyonda, test edilen tiim dozlarin kontrol grubundan anlaml
derecede farkli oldugu tespit edildi. Diisiik dozlar arasinda anlamli fark goriillmezken,
yalnizca %1’lik diliisyonun diger dozlarla arasindaki fark anlamli bulundu. En
yiiksek dozda canliligin (%) anlamli oranda azaldig1 izlendi (p<0.05).

72 saatlik inkiibasyonda, %0,001’lik diliisyon disindaki tiim dozlarin kontrol
grubundan o6nemli 6l¢iide farkli oldugu gozlendi. Test edilen tiim dozlar arasinda
anlamli fark oldugu belirlendi. %0,01’lik diliisyondan itibaren canliligin (%) anlaml

oranda azaldig tespit edildi (p<0.05).
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Grafik V: SBU’ nun L1929 hiicreleri iizerindeki siire ve doz bagimli etkisini gdsteren grafik.
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MTT yontemiyle in-vitro sitotoksik etkileri incelenen test materyallerinin her
birinin farkli dort dozunun; 1929 hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri ile muamelesi sonucunda, hiicreler iizerindeki siire ve doza bagimli etki
degerlendirilmistir.

1- Adeziv materyallerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda; GB, CUB ve
SBU gruplarinda sitotoksik etkinin doza bagimli olarak belirgin sekilde arttig1
goriildi (p<0.05). PB-OS ve OB-AIO adezivlerinde sitotoksik etkinin en yiiksek doz
disinda benzer oldugu belirlendi. En diisiik dozda, en sitotoksik materyalin CUB
oldugu tespit edildi (Grafik VI).
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Grafik VI: Test materyallerinin 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda L1929 hiicreleri

iizerindeki doz bagimli etkisini gdsteren grafik.

2- Adeziv materyallerin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda; OB-AIO nun
sitotoksik etkisinin doza bagimli olarak belirgin bi¢cimde artti§1 goriildii. Diger
adezivlerin sitotoksik etkisinin, en yiiksek doz disinda benzer oldugu tespit edildi. En

sitotoksik materyallerin GB ve SBU oldugu belirlendi (Grafik VII).
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Grafik VII: Test materyallerinin 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda L.929 hiicreleri

iizerindeki doz bagimli etkisini gdsteren grafik.

3- Adeziv materyallerin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda; tim

adezivlerin sitotoksik etkisinin doza bagimli olarak belirgin sekilde arttig1 goriildii.

En diisiik dozda, en sitotoksik materyalin OB-AIO oldugu tespit edildi (Grafik VIII).
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Grafik VIII: Test materyallerinin 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda L.929 hiicreleri

iizerindeki doz bagimli etkisini gdsteren grafik.
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3. Test Materyallerinin Doz ve Inkiibasyon Siirelerine Bagh Olarak 1.929
Hiicrelerinin Morfolojisi Uzerindeki Etkilerine Ait Bulgular
Calismamizda test edilen bes farkli adezivin, L929 hiicreleri ile dort farkl
diliisyonda (%0.001, %0.01, %0.1 ve % 1) ve {i¢ farkli inkiibasyon siiresi (24, 48 ve
72 saat) sonundaki sitotoksik aktiviteleri tespit edilmistir. MTT testi i¢in olusturulan
mikroplaklar, bu teste tabi tutulmadan Once alttan aydinlatmali mikroskop ile x10
biiylitmede incelendi ve test materyallerinin hiicre morfolojisi ve proliferasyonu
izerindeki etkileri fotograflandi (Resim 2-6).

Elde edilen goriintiiler incelendiginde;

% Her bir test materyalinin, hiicre proliferasyonunu doz ve zamana bagimli
olarak azalttig1 goriildii.

% Tim test materyallerinin uygulanan en yiiksek dozunun (%]1), hiicrelerin
ylizeye tutunmalarin1i zamana bagimli olarak biyiik Olclide azalttig

belirlendi.

X/
°

Her bir test materyalinin en yiiksek ilk iki dozunda, hiicre zarlarimin

yapilarinda bozulmalar izlendi.
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Resim 3: PB-OS ile muamele edilen L929 hiicrelerinde siire ve doz bagimli olarak izlenen

morfolojik degisiklikler.
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Resim 4: OB-AIO ile muamele edilen L929 hiicrelerinde siire ve doz bagimli olarak izlenen

morfolojik degisiklikler.
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Resim 5: GB ile muamele edilen L929 hiicrelerinde siire ve doz bagimli olarak izlenen

morfolojik degisiklikler.
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Resim 6: CUB ile muamele edilen L929 hiicrelerinde siire ve doz bagimli olarak izlenen

morfolojik degisiklikler.
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Resim 7: SBU ile muamele edilen L929 hiicrelerinde siire ve doz bagimli olarak izlenen

morfolojik degisiklikler.
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TARTISMA

Dis hekimliginde, piyasaya siiriilen dental materyallerin klinik kullanim
oncesinde, dentin-pulpa kompleksine etkileri ve giivenilirliklerinin degerlendirilmesi
biiyiilk 6neme sahiptir. Ureticilerin adezivlerin mekanik ve fiziksel 6zelliklerini
gelistirebilmek i¢in yaptiklar1 calismalarda, birgok adeziv materyal yeterli in-vitro ve
in-vivo ¢aligma yapilmadan piyasaya siirlilmektedir. Bu nedenle, dis hekimi yeni bir
materyali kullanmaya karar verirken, tarafsiz arastirmacilarca yayimlanmis sonuglar
takip etmeli, hastalarin dental ihtiyaclar1 ve estetik arzulari, saglik Oykiisii ve risk
toleransini dikkate almal1 ve bir risk-yarar analizi yapmalidir.

Son yillarda, in-vitro testler ve hayvan deneylerinin dis hekimligi
uygulamalar {izerinde minimal etkiye sahip oldugu diisiincesiyle, klinik testlere daha
fazla oncelik verilmesi fikri kabul gormiistiir. Ancak, dental materyallerin klinik
degerlendirmesinde karsilagilan yasal, etik ve bilimsel bazi engeller nedeniyle,
laboratuvar testlerini tiimiiyle yok saymak miimkiin degildir. Klinik testleri esnasinda
hasta glivenligini saglayabilmek maksadiyla, oOncelikle in-vitro ve hayvan
deneyleriyle tehlike-risk profilinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Giiniimiizde,
piyasadaki materyalleri klinik riskler agisindan karsilagtirarak degerlendirmek
amaciyla, in-vitro ve hayvan deneyleri yaygin bir sekilde kullanmaktadir (129).

Dental bir materyalin biyouyumlulugunu degerlendirmek i¢in; in-vitro testler
— hayvan deneyleri — klinik kullanim testleri seklinde, sirali klasik bir paradigma
kullanmak her zaman basarilt sonuglar vermeyebilir. Bunun nedeni, in-vitro ve
hayvan testlerinin klinik ¢evreyi yeterince taklit etme hususundaki eksiklikleridir.
Klinik olarak yararl oldugu diisiiniilen baz1 materyaller in-vitro testler ya da hayvan
deneyleri asamasinda basarisiz performans sergileyebilmekte veya bunun tam tersi
olabilmektedir (66, 98).

Biyouyumluluk konusunda yapilan pek ¢ok arastirma sonucunda; in-vitro,
hayvan ve kullanim testleri arasinda dogrusal iligski problemi oldugu bildirilmistir.
Ornegin; yapilan klinik calismalarda pulpa {izerine yan etkisi olmadig1 gériilen ¢inko
oksit ojenol simanlarin, in-vitro testlerde dnemli toksisiteye ve hayvan deneylerinde
(subkutandz implantasyon) ciddi bir enflamasyona neden olabildigi gosterilmistir. Bu
ve benzeri celiskilerden dolayi, bazi arastirmacilar dental biyomateryalleri

degerlendirmek amaciyla, kullanom testi disindaki testlerin  yararliliginm
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sorgulamaktadir. Ancak, giiniimiizde yetkili kurumlar ve arastirmacilar ¢ogu dental
materyallerin biyolojik degerlendirmesinde, in-vitro ve hayvan testlerinin énemli yeri
oldugunu kabul etmektedir (69, 98, 130).

Son zamanlarda, dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirme
yontemleri ile ilgili en etkili ve ekonomik yolun in-vitro, hayvan ve kullanim
testlerini bir arada kullanmak oldugu goriisti agirlik kazanmis olup; primer, sekonder
ve kullanim testleri olmak {izere bir piramit tablosu 6nerilmistir. Primer testler; genel
hiicre toksisitesi, hayvanlarda sistemik toksisite, bakteriyel mutajenik testler ve diger
in-vitro testlerden olusmaktadir. Sekonder testler; hayvanlarda allerji, mukozal
irritasyon ve enflamasyon testlerinden meydana gelmektedir. Kullanim testleri ise,
klinik ¢aligmalar ile esdegerdir. Sadece piramidin bir alt seviyesini gegen Ornekler,
bir ileri test i¢in kabul edilmektedir (69, 131).

Materyallerin ~ biyolojik  dzelliklerini  degerlendirmek ig¢in, 1979’da
ANSI/ADA araciligiyla tanitilan standart test kriterleri, giinimiizde ANSI (Amerikan
Ulusal Standartlar Enstitiisii) araciligr ile ADA (Amerika Dis hekimleri Birligi),
ASTM (Amerika Deney ve Materyaller Dernegi), CEN (Avrupa Standardizasyon
Komitesi) ve en 6nemlisi ISO gibi bir¢ok kurulus tarafindan gelistirilen biyolojik test
standartlar1 seklinde siirdiiriilmektedir. FDA ise genellikle diizenleyici kararlar
alirken, bu  kuruluslardan alinan standartlar1  kullanmakta ve  siirekli
giincellemektedir. Biyouyumluluk testleri i¢in diizenlenmis olan bu standartlarin en
onemli oOzellikleri, deney boyunca uygun kontrolleri temin etmesi, test sapma
olasiliklarin1 azaltmast ve tiim bdlimler tarafindan bilginin en iyi sekilde
yorumlanmasini saglamasiyla test metotlarinda istikrarin saglanmasidir (85, 86, 132).

Bu bilgiler 15181nda; ¢alismamizda, adeziv materyallerin biyouyumluluklarini
degerlendirmek i¢in ilk adim olan in-vitro sitotoksisite testlerinin uygulanmasi tercih
edildi. Secilen hiicre hatlari, hazirlanan kiiltiir ortamlari, testlerin uygulama
basamaklar1 ve sonuclarin degerlendirilmesi ISO (TS EN ISO 10993) standartlarina
gore gerceklestirildi.

Dental biyomateryallerin meydana getirdigi hiicre hasarini degerlendirmek
amaciyla, sitotoksisite testlerinde birgok farkli hiicre kiiltlirii ve sitotoksisite
belirleyici metodlar kullanilmaktadir. Genel olarak giiniimiizde yapilan ¢alismalarda,

adeziv ajanlarin hiicreler ile direkt kontakli yerlestirildigi in-vitro bir model
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kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalarin sonucunda, 6zellikle dogrudan dentine uygulanan
ya da pulpay1 kaplama ajani olarak kullanilan adeziv ajanlarin polimerize olmamis
monomerlerinin, pulpa enflamasyonu ve nekrozdan sorumlu olabilecegi
bildirilmektedir. Polimerize olmamis adeziv materyallerin, kiiltiir ortamina direkt
olarak yerlestirilmesiyle hiicrelerde canlilik, morfolojik degisiklikler, membran
biitiinliigii, metabolizma ve enzim aktivitesinin degerlendirilmesi sonucu sitotoksisite
belirlenmektedir. Konuyla ilgili bazi ¢aligmalarda ise, sitotoksisitesi test edilen
adeziv ajanlar taklidi pulpa odasi iizerine yerlestirilen bir bariyere uygulanmaktadir
(114, 133-136).

Calismamizda; polimerize olmayan adeziv ajanlar, ISO standartlarinca
onerilen maymun bobrek epitelyal hiicre hatt1 ve sik¢a kullanilan L929 fare fibroblast
hiicre hatt1 ile hazirlanan iki farkli hiicre kiiltiirii ortamina direkt temas yontemi ile
uygulandi.

In-vitro sitotoksisite degerlendirme yontemleri; test edilen materyallerin
hiicre canlili§i, morfolojisi, hiicre aktivitesi, proliferasyon orant ve membran
biitiinltigli lizerinde meydana getirdigi degisiklikleri belirlemektedir. Kiiltiirde canli
kalan hiicre oranini belirleyen yontemlerde; membran biitiinliigli bozulan hiicrenin
yapisina giren tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi1 gibi boyalar
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, membran biitiinliigli bozulmamis hiicrelerin
icerisine girebilen diasetil florasan veya notral kirmizi gibi boyalar da
uygulanmaktadir. Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan ve metabolik
aktiviteyi esas alan testlerden baslicalari; MTT, LDH ve Alamar mavisi testidir.
Hiicre metabolizmasindaki degisimleri ayirt edebilen metabolik bozukluk
degerlendirme testleri, giiniimiizde oldukg¢a popiilerdir. Uygulama kolayligi, ytliksek
hassasiyeti, ucuz ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle 6ne ¢ikan MTT testi,
¢ozlinebilir sar1 renk tetrazolyum tuzunun, mitokondriyal siiksinik dehidrogenaz
enzimi tarafindan {retilen ¢O0zlinmeyen mavi renk formazana indirgenmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu ydntemde, hiicre canliligi mikroplak okuyuculu
spektrofotometre ile tespit edilmektedir (100, 116).

Caligmamizin ilk asamasinda, hiicrelerin yogunlugu ve morfolojilerindeki
degisimi direkt temas yontemi ile kalitatif olarak degerlendirildi. Kantitatif

degerlendirmede ise MTT yontemiyle hiicre proliferasyonu belirlendi.



69

Dental materyallerin biyouyumlulugu ve sitotoksisiteleri ilizerinde yapilan
uzun siireli in-vivo c¢aligmalar, materyallerin kimyasal aktivitelerinin pulpa
irritasyonuna sebep olabilecegini gdstermistir. Ancak, bazi arastirmacilar pulpa-
dentin kompleksi iizerine uygulanan materyallerin pulpal dokuda herhangi bir
irritasyona sebep olmadigini, bu durumun mikrosizintidan kaynaklanabilecegini
bildirmistir. Dolayisiyla, dentin-pulpa kompleksine karst olusan riskleri,
mikrobiyolojik sizintilardan (indirekt biyolojik risk) ve materyallerin toksik
ozelliklerinden (direkt biyolojik risk) kaynaklananlar seklinde incelemek dogru
olacaktir (135-137).

Post-operatif hassasiyet, pulpitis ve sekonder ¢iiriik gibi sorunlarin, rezinlerin
polimerizasyon  biiziilmesi  sonucunda  meydana  gelen  bosluklardan
mikroorganizmalarin penetrasyonuna bagli oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle,
marjinal bosluklarin elimine edilmesi ve etkili bir tikama i¢in, dentin veya mineye
adeziv rezin uygulanmasimin mikrosizinti kaynakli biyolojik riskleri biiylik dlctide
azaltacag1 disiiniilmektedir. Dentin ve rezin arasindaki ideal baglanmanin
gerceklesmesi; sizdirmazligin saglanmasi, mikrobiyolojik risklerin azaltilmasi ve
polimerizasyon biiziilme streslerine kars1 koyulabilmesi agisindan oldukg¢a dnemlidir.
Dentin adezivlerin dentin ve minede baglanma basarisizligi, mikrosizinti veya
nanosizint1 ile sonuglanmaktadir. Okluzal kuvvetler veya hidrolitik degradasyon
dolayistyla zaman igerisinde gerceklesen mikrosizinti, rezinin polimerizasyonu
sonucu meydana gelen hacimsel biiziilmeden kaynaklanmaktadir. Mikrosizintinin
aksine nanosizinti, dis ve rezin arasindaki baglanma tam olsa bile meydana
gelebilmektedir. Bazi adeziv sistemler digerlerinden daha ¢ok nanosizinti sergileseler
de, tlim adeziv sistemler bir dereceye kadar nanosizintiya sahiptirler (138-140).

Total-etch sistemlerde, asidin yikanmasi ve dentinin ideal derecede
kurulanmasi nanosizinti agisindan olduk¢a onemlidir. Aksi takdirde, fazla suyun
bulundugu bolgelere primer ve adeziv yeterince infiltre olamayacak ve tam
polimerizasyon gergeklesemeyecektir. Bununla birlikte, asir1 kuru bolgelerde
kollajen ag1 biiziilecegi i¢in etkili bir penetrasyon derinligine ulagilamayacaktir.
Ayrica, primerde aseton gibi organik bir ¢dziicliniin kullanilmasi, kollajen fibrillerin
biiziilmesini arttirmaktadir. Primerlenmis dentine yiiksek molekil agirlikls,

dolduruculu rezin monomerlerin uygulanmast; yeterli diflizyon siiresi olmadigindan,
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tam olmayan penetrasyon ile sonuglanmaktadir. Agikta kalan ve uzun donemde
hidrolitik degradasyona maruz kalacak korunmasiz kollajen ag1 olusturdugu i¢in, bu
durumlarin tamami nanosizinti ile sonug¢lanmaktadir (12, 141).

Yapilan ¢aligmalarin sonucunda; ii¢ asamali total-etch adezivlerin kompozitin
dentine baglanmasinda en iyi oldugu, iki asamali total-etch ve self-etch sistemlerin
yeterli derecede baglanma kuvveti sagladigi belirtilmistir. Rezin igerikli dental
adezivlerden dis pulpasina dogru sizabilen monomerlerin, potansiyel biyolojik risk
olusturduklar1 diigiiniilmektedir. Son yillarda, self-etch adezivlerden salinan asidik ve
rezin monomer bilesenlerin sitotoksik etkisi nedeniyle, pulpa irritasyonlarini
gerceklestigine dair endiseler artmistir (40, 142-144).

Cal ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 bir aragtirmada; bes farkli dentin
adezivinin (Admira Bond, Adper Single Bond Plus, Clearfil SE Bond, Clearfil S?
Bond ve Heliobond) insan gingival fibroblast hiicreleri iizerine olan sitotoksik
etkileri farkli zaman periyotlarinda degerlendirilmistir. Tiim materyallerin; ilk 24
saat icerisinde, %6-24 arasinda degisen hiicre canlilik oranlariyla, ciddi sitotoksik
etkiye sahip olduklari tespit edilmistir (145).

Bes farkli tek asamali self-etch adezivin direkt temas metoduyla
sitotoksisitesinin kalitatif olarak degerlendirildigi test asamasinda; negatif ve reaktif
kontrol gruplarinda biyolojik reaksiyon gozlenmezken, pozitif kontrol grubunda
siddetli reaksiyon ger¢eklesmistir. Bu durum, kontrol gruplarinin test edilen
adezivler ile karsilastirilabilir olduklarini gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, SBU, CUB, GB ve OB-AIO’nun sitotoksik (reaksiyon derecesi=4) oldugu,
PB-OS’nin ise diger dort adezive gore daha az sitotoksik etki (reaksiyon derecesi=3)
gostermesine ragmen sitotoksik (>2) oldugu tespit edilmistir.

Sun ve arkadaslar1 (2016), tek asamali self-etch dental adezivlerin (Adper
Easy One, iBond, Clearfil S* Bond ve G-Bond) insan periodontal ligament fibroblast
hiicre kiiltiirii tizerine potansiyel sitotoksik etkilerini arastirdiklart bir ¢calismada; tiim
adezivlerin hiicre canliliginda azalmaya, hiicre morfolojisinde degisime ve hiicre
kayiplarinda artisa neden olduklarini bildirmistir (146).

Bizim ¢alismamizda da; farkli inkiibasyon siireleri sonunda adeziv
materyallerin bulundugu mikroplaklar, alttan aydinlatmali mikroskop ile incelenmis

ve materyallerin hiicre morfolojisi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Adeziv test
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materyallerinin tiimiinde en yiiksek ilk iki dozun, hiicre zarlarinin yapisinda bozulma
meydana getirdigi tespit edilmistir. Ayrica, hiicre proliferasyonunun doz ve zamana
bagimli olarak azaldig1 ve 6zellikle uygulanan en yiiksek dozun, hiicrelerin yiizeye
tutunmalarini biiyiik oranda azaltig1 gériilmiistiir.

Li ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir arastirmada (2013); bes farkli adeziv
materyalin (Super-Bond, Clearfil SE Bond, G-Bond, Single Bond2, ve Adper Easy
One), farkli konsantrasyonlarinin (100%, 50% ve 25%), farkli zaman periyotlarinda
(24, 48 ve 72 saat) insan periodontal ligament hiicreleri (HPDLCs) iizerine
sitotoksisitelerini MTT testi ile degerlendirmistir. Kullanilan materyallerin sitotoksik
etkilerini; Super Bond<Clearfil SE Bond<G-Bond<Adper Easy One<Single Bond2
seklinde agiklamislardir. Adezivlerin sitotoksisitelerinin farkli konsantrasyonlardan
(25% < 50% < 100%) ve uygulama zamanlarindan (24 < 48 < 72 saat) etkilendigini
belirtmislerdir (147).

Materyallerin hiicre canliligina etkisini belirlemek amaciyla, L929 fare
fibroblast hiicre kiiltiiriine test materyallerinin 4 farkli dozunu (%0.001, %0.01, %0.1
ve %1) li¢ farkli zaman periyodunda (24, 48 ve 72 saat) uygulayip, MTT testi ile
degerlendirdigimiz ¢alismamizda; Li ve arkadaglarinin bulgulariyla uyumlu sonuglar
elde edildi.

Dental materyallerin klinik basarisi, sadece fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
degil, ayn1 zamanda biyolojik giivenilirliklerine de baghdir. Rezin-bazli materyaller
hakkinda rapor edilen biyolojik problemlerin az sayida olusu biyouyumlu olduklarini
diistindiirse de, bazi materyallerin sistemik Ostrojenik etkilerinin yan sira, alerjik ya
da karsinojenik olabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, rezin esasli restoratif
materyallerin klinik uygulama 6ncesinde, biyouyumluluk bakimindan farkl: testlerle
degerlendirilmesi gerekmektedir (148).

Dental rezinlerin organik matriksi, farkli biyolojik reaksiyonlara neden
olabilecek bilesiklerin kaynagidir. Rezin esasli maddelerden salinan akrilik
monomerler ve epoksi rezin bilesiklerin ¢ogu, sitotoksisite i¢in potansiyel teskil eder.
Bu materyallere kars1 pulpa, diseti ve agiz mukozasi gibi dokularda sistemik, allerjik
ya da lokal toksik reaksiyonlar olusabilmektedir. Dis hekimliginde c¢alisan
personelde; cilt hastaliklari, alerjik veya tahris edici kontakt dermatit gibi etkiler

siklikla rapor edilmistir (125, 149, 150).
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Rezin monomerlerin hiicresel sistem tiizerine uzun doénem etkilerinin
degerlendirildigi calismalarda, bir hafta sonrasinda kalici sitotoksisite gdzlenmistir.
Yapilan bazi klinik deneylerde ise; self-etch adezivler ile baglanan kompozit
restorasyonlarin altinda kavite derinligine bakilmaksizin, postoperatif hassasiyet ve
pulpa enflamasyonu varligin1 ortaya koymustur. Bununla birlikte, dentin bariyer
testleri ile yapilan in-vitro sitotoksisite caligmalarinin sonucunda; >500um dentin
tabakas1 varliginin, pulpayr korumak icin yeterli oldugu ve diisiik pH’ya sahip
sistemlerin pulpa hasar1 olusturmadigi kanaatine varilmistir. Ayrica, materyallerin
polimerize edildikleri zaman sitotoksisiteyi neredeyse hi¢ uyarmadiklar1 rapor
edilmigtir. Farkli c¢alismalarla test edilen adeziv ajanlarin yeterli bariyerleme
olmadigr durumlarda, ciddi reaksiyonlar olusturdugu ve en sik goriilen lokal yan
etkinin pulpa enflamasyonu oldugu goriilmustiir (133, 142, 143, 151).

Konuyla ilgili Vajrabhaya ve arkadaslarinin (2009) yaptiklart bir ¢alismada;
self-etch sistemlerin primer ve adezivlerinin (Optibond Solo Plus SE primer, Xeno
IIT ve i Bond) sitotoksisitelerini, dentin bariyeri kullanarak MTT testi ile
degerlendirmislerdir. Boylece, Optibond Solo Plus SE primer, Xeno III ve i Bond
materyallerinin hiicre sag kalim oranlar sirasiyla; %99.66, %72.59 ve %10.65 olarak
belirlenmistir. Aragtirmanin sonucuna gore; iBond en fazla toksik materyal olarak
tespit edilmis ve Optibond Solo Plus SE primerin pulpa dokusuna 0.5mm ya da daha
az dentin kaldig1 vakalarda secilmesi gerektigi iddia edilmistir (152).

Benzer bir aragtirmada, Kusdemir ve arkadaslar1 (2011), self-etch sistemlerin
primer ve adezivlerinin L929 fare fibroblast hiicreleri {izerine sitotoksisitesini direkt
temas ve dentin bariyer test yontemleri kullanarak degerlendirmislerdir.
Arastirmalarinda iki asamali self-etch sistemlerden; Clearfil SE Bond (CSE), Clearfil
Protect Bond (CPB), Prime&Bond NT/NRC (PB) materyallerini ve tek asamali self-
etch adezivlerden; Reactmer Bond (RB), Clearfil Tri-S Bond (CTS) ve Adper
Prompt L-Pop (AP) materyallerini degerlendirmislerdir. Direkt temas testinde,
adeziv sistemlerin her birinin hazirlanan diliie formlarin1 (%1, %10, %20 ve %50),
dentin bariyer testinde ise 0.5mm ve 1.5mm kalinliginda insan dentin disklerini
kullanmiglar ve MTT testi sayesinde sonuclari yorumlamislardir. Materyallerin
toksik etkilerinin dentin kalinliginin artmasi ile azaldigini belirtmiglerdir. Bu sonug

bize, pulpaya dentin tiibiilleri ile ulasabilen adeziv monomerlerin, artan dentin
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kalinligimma bagli olarak dentin sivisi ile diliie olabileceklerini ve monomerlerin
pulpaya ulagma siirecinde sitotoksisitelerinin azalabilecegini diiglindiirmiistiir (153).

Iki asamali self-etch sistemlerde dentini asitleyen asidik monomerler ile
primerler ayni anda uygulandigindan, adeziv rezinin demineralizasyon derinligine
ulagsmast daha kolaydir. Boylece self-etch adezivlerde, nanosizinti riski minimuma
indirgenmistir. Bununla birlikte, asit veya ¢0ziicii monomer kalintilari, rezin
monomerlerin tam polimerizasyonunu oOnleyebilmektedir. Tek asamali self-etch
adezivlerde meydana gelen hibrit tabaka, materyalin yiiksek hidrofilitesinden dolay1
yari-gecirgen bir membran gibi davranmaktadir. Bunun neticesinde all-in-one
sistemlerde, hem mikrosizinti hem de nanosizinti belgelenmis olup, pulpa iizerine
mikrobiyolojik riskleri oldugu diisiiniilmektedir (138, 154).

Ancak, da Silva ve arkadaslarinin (2014) yaptiklar1 ¢alismada; dort farkl
jenerasyonda yer alan adeziv sistemlerin (Multi-Purpose, Single Bond, Adper SE
Plus, Easy Bond) hem baglanma dayanimlari hem de biyouyumluluklar
degerlendirilmistir. Adeziv materyallerin canli dokular iizerine hem toksik etkili
olmamas1 hem de bakteri penetrasyonunu engelleyecek sekilde dis dokusuna giiclii
bir sekilde baglanmasi gerektigi savunulmustur. Test edilen adezivlerin 200 pm/500
um dentin varliginda hiicre canlilik oranlari; {ig-asamali total-etch sistemin %92/93,
iki-agamal1 total-etch sistemin %71/64, iki-asamali self-etch sistemin %85/71
bulunmus ve tek-asamali self-etch adezivin dentin kalinligina bakilmaksizin bu testte
hiicre canliligini azaltmadigi goriilmiistiir. Sonuglar, tek asamali sistemlerin yeterli
baglanma dayanimi performanst ve pulpa hiicrelerine en az sitotoksik etkiye sahip
olduklarini gostermistir (155).

Yapilan caligmalarda kullanilan adeziv sistemler seyreltilerek ya da
seyreltilmeden kullanilmigtir. Calismamizda adezivlerin sitotoksik etki meydana
getiren dozlarini belirlemek adina; 1929 fare fibroblast hiicre hatti ile hazirlanan
hiicre kiiltlirii ortamina, bes farkli adezivi dort farkli diliisyonda (%0,001, %0,01,
%0,1 ve %1) uyguladik. Adezivlerin hiicresel sistem iizerine uzun donem etkilerini,
ii¢ farkli zaman periyodunda (24, 48 ve 72 saat) degerlendirdik.

Calismamizda oldugu gibi, doz ve zaman bagimli sitotoksik etkiyi arastiran
Glirpinar ve arkadaslar1 (2006) L929 fibroblastlari iizerine dort iki-asamali self-etch
sistemin (Clearfil SE bond, Clearfil Protect bond, Mac bond ve FL bond)
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sitoksisitesini degerlendirmistir. Her bir adeziv sistemin primer ve bondu 1:1000 ve
1:4000 oranlarinda diliie edilmis ve sitotoksisiteleri 24, 48, 72, 96 ve 120 saatlerinde
degerlendirilmistir. Mikroskop altinda fiziksel ve patalojik hiicre degisikliklerinin
incelendigi tim adeziv sistemlerin degisik derecelerde sitotoksik oldugu ve en fazla
toksisitenin diigiik diliie soliisyonlarinda goriildiiglinti bildirmislerdir (156).

Yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olan bulgularimiz asagidaki gibi 6zetlenebilir;

24 saatlik inkiibasyon siireci sonunda; GB, CUB ve SBU adezivlerinin neden
oldugu sitotoksik etkinin doza bagimli olarak belirgin sekilde arttigr goriilirken
(p<0.05), PB-OS ve OB-AIO adezivlerinde bu etkinin en yiiksek doz disinda benzer
oldugu tespit edildi. Bu baglamda 24 saat sonunda; tiim test gruplar1 arasinda, en
diisiik dozda bile sitotoksik etki gosteren CUB adezivinin en sitotoksik materyal
oldugu soylenebilir.

48 saatlik inkiibasyon siireci sonunda; OB-AIO adezivinin neden oldugu
sitotoksik etkinin doza bagimli olarak belirgin sekilde arttigi goriiliirken, diger
adezivlerde en yiiksek doz disinda benzer oldugu goriildii. Bu baglamda 48 saat
sonunda; tiim test gruplar1 arasinda GB ve SBU adezivlerinin en sitotoksik
materyaller oldugu sdylenebilir.

72 saatlik inkiibasyon siireci sonunda; tiim adezivlerin sitotoksik etkilerinin
doza bagimli olarak belirgin sekilde arttig1 goriilirken, en diisik dozda bile
sitotoksik etki gosteren OB-AIO adezivinin en sitotoksik materyal oldugu
sOylenebilir.

Rezin esasli dental materyallerin sitotoksisite mekanizmalart; ilk 24 saat
icinde oral sivilar veya alinan diyet {iriinleri ile ¢oziinen ve polimerizasyonunu
tamamlayamayan serbest monomerlere baghdir. Ikincil etkenler ise; 1s1, 1sik,
mekanik veya kimyasal etkilerle meydana gelen degradasyon ve erozyon olaylari
sonucunda rezinlerden artik monomerlerin salinmasidir. Kimyasal degradasyon,
hidroliz veya enzimatik kataliz ile olusur. Su ya da diger ¢oziiciiler polimerlere
girerek biyodegradasyon iiriinlerinin salinmasina, yani hidroliz sonucu oligomerler
ve monomerlerin olusmasina neden olur. Insan tiikiiriigiinden kaynaklanan esterazlar,
rezin materyallerin biyodegradasyonunu enzimatik olarak gergeklestirmektedir.

Sonug olarak, serbest monomerlerin uzun dénem difiizyonunu kolaylagtiran organik
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matriks yumusamasi, c¢oziiciilerin ¢ok kolay penetre olmasina ve polimer agin
¢oziinmesine izin vermektedir (157, 158).

Polimerize olmayan ya da degradasyona ugrayan bilesiklerden kaynaklanan
direkt biyolojik risk bir¢ok faktdre baglidir. Bunlardan ilki, pulpal dokulara difiize
olmak icin polimerlerin serbestlesmesi gerektigidir. Ikinci faktdr, bilesenlerin
pulpaya difiizyonunu arttiracak ¢oziiniirliige sahip olmasidir. Ugiincii etken, pulpay1
etkileme dozu ve siiresinin, bir biyolojik reaksiyon meydana getirecek seviyede
olmasidir (159, 160).

Rezin esasli materyallerin baz1 bilesenlerinin sitotoksik etkili oldugu kabul
edilmekte ve bu sonugtan HEMA, TEGDMA ve UDMA monomerleri sorumlu
tutulmaktadir. Ancak bu etki, civa kloriir veya metil-civa kloriiriin etkisinden daha
diistiktiir. Rezin bazli materyallerin biyolojik risklerini belirlemek amaciyla ¢ok
sayida in-vivo calisma yapilmig olmasina ragmen, elde edilen bilgilerin biiytlik
boliimii in-vitro ¢aligmalara aittir (125, 161).

Yapilan baz1 ¢aligmalarda, dentin adezivlerde bulunan degisik monomerlerin
in-vitro sitotoksisiteyi farkli etkileyebildigi bildirilmistir. Test edilen self-etch
adezivlerin tiimii, farkli monomerle karistirilan HEMA igerdigi halde, test gruplari
arasinda hiicre morfolojisi ve hiicre canliligi acisindan farkliliklar goriilmiistiir.
Omegin, UDMA ve TEGDMA ile HEMA’nin birlesimi primer ve adeziv
komponentlerinde ciddi sitotoksik yanit ile sonu¢lanmistir. Bis-GMA ve TEGDMA
ile HEMA’nin birlesimi fibroblastlar {izerinde daha az sitotoksik etki sergilemistir.
TEGDMA, Bis-GMA ve UDMA gibi hidrofobik monomerler, HEMA ile birlikte
kullanildiklarinda, HEMA’nin hidrofilik 6zelligi sayesinde karigimin difiizyonu
yeterli diizeyde olmaktadir. Birgok primer ve adeziv rezinin igerdigi HEMA
monomeri, diisiik molekiil agirligi ve sudaki yiiksek ¢oziiniirliigii sayesinde pulpaya
ulagabilmektedir. Bu monomerlerin pulpa hiicreleri iizerindeki etkilerinden biri, artik
monomer dozuna bagli olarak programlanmis hiicre Oliimiiniin (apoptozis)
uyartlmasidir (162-164).

Ayrica, ylksek konsantrasyondaki TEGDMA, Bis-GMA, UDMA ve bisfenol
A’nm immunosupresyona yol actig1 ifade edilmektedir. Fare fibroblastlar1 iizerinde
yapilan in-vivo bir ¢alismada; HEMA, Bis-GMA, TEGDMA, UDMA ve bunlarin

kombinasyonlarina 24-72 saatlik maruziyet sonras1 sitotoksisite oranlart; Bis-GMA >
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UDMA > TEGDMA >>> HEMA (en az toksik) seklinde bulunmustur. Mevcut
caligmalara bakildiginda, test edilen self-etch primer-adeziv sistemlerin, L929 fare
fibroblast hiicreleri iizerine belirli oranlarda sitotoksik etkili oldugu sonucuna
varilmigtir. Dentin adezivlerde bulunan foto-baslatict kamforokinonun, sadece bir
sitotoksik ajan olmayip, aynt zamanda mutajen oldugu da belgelenmistir. (114, 165,
166).

Dogal steroid hormonlarin etkisini taklit edebilen Bis-GMA, bisfenol-A
dimetakrilat ve Bisfenol A gibi endokrin bozucu kimyasal bilesiklerin neden oldugu
olas1 saglik problemleri endige vericidir. Bisfenol A’nin disi farelerde fertiliteye ve
yumurtaliklar {izerinde yan etkilere neden oldugu goriilmiistir. HEMA, TEGDMA
ya da BisGMA’nin subletal konsantrasyonlarda kullanildigi takdirde 5-6 hafta
sonunda, hiicresel mitokondriyal aktivite ve total protein icerik yiizdesini degistirdigi
belirlenmistir. Coziiclii olarak BisGMA kullanildiginda, HEMA nin neden oldugu
sitotoksik etkinin artacagin1 bildiren ¢alismalarda, HEMA’nin sitotoksisite
olusturmaya yetecek konsantrasyonda dentin boyunca hizlica difiize olabildigi
belirlenmistir (167-169).

Son yillarda, rezin monomerlerin insan tiikiiriik bezlerinde tiimor baslangict
konusunda olas1 risk faktorii oldugundan bahsedilmektedir. Rezinlerden salinan
monomerler, bobrek hiicrelerinde toksisitenin artmasina yol agmaktadir. Yapilan bir
calismada, HEMA’nin hiicre biiylimesini inhibe ettigi ve siklus bozulmasina neden
oldugu gosterilmistir. Yapilan bir arastirmada, TEGDMA’nin mitokondrial hasari
uyardigi, hiicre biiyiimesi ve toplam polar lipid sentezini engelledigi bildirilmistir.
TEGDMA; oral dokulara karigmakta, membranlara penetre olmakta ve hiicre i¢i
molekiillerle reaksiyona girebilmektedir. TEGDMA’nin akciger hiicreleri igin,
HEMA’dan 2-5 kat daha toksik oldugu belirtilmisti. TEGDMA’nin memeli
hiicrelerinde, biiyilk DNA delesyonlarina (genotoksisite) sebep oldugu gosterilmistir
(155, 170-173).

296 hasta tlizerinde, dental materyallere kars1 alerjik yanitlarin test edildigi 4
yillik bir aragtirmada; hastalarin %23’{inilin altin, %9’unun palladyum, %6’sinin civa
ve %8’inin bir veya daha fazla rezin igerikli materyallere pozitif yanit verdigi
belirlenmistir. Cilt ve mukozada meydana gelen bazi reaksiyonlar dental

materyallerle iligkilendirilmektedir. Diger bir calismada, hastalarin %12’si ve dis
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hekimligi personelinin %27’sinde kontakt allerji sonucu goriilen egzema benzeri cilt
semptomlar1 tespit edilmis ve bunlarin %2’sinin rezin materyallerden kaynaklandigi
degerlendirilmistir. Diger bir ¢aligmada ise, dis hekimlerinin %7’sinde rezin bazli
materyallere karsi cilt semptomlart goriilmiistiir. Dis hekimligi personelinin
metakrilatlara allerjisinin %1-2 civarinda oldugu belirlenmistir (174, 175).

Benzer c¢alismalarda;, HEMA’nin kontakt dermatite ve gecikmis asir1
duyarliliga neden oldugu belirtilmistir. Ortodontik tedavi amaghi kompozit
restorasyon uygulamasindan sonra, oral mukoza ile dudaklarda vezikiil ve 6deme
rastlanmigtir. TEGDMA igeren sealantlarin yerlestirmesi sonrasinda; bacaklarda,
govdede ve yiizde ciddi dermatitis ve alerjik reaksiyonlarin (bronkospazm, viicutun
tamaminda irtiker, yiiz, kulak ve dudaklarin kabarmasi) goriildiigiinii bildiren olgu
sunumlar1 mevcuttur. Oral kaviteye ait liken reaksiyonlarinin rezinlerle yakin iligkisi
belirlenmistir (176-178).

Rezin esasli materyallerden salinan monomerlerin difiizyonuna ve toksisiteyi
etkileyen diger faktorlere (kalan dentin kalinligi, gegirgenligi ve lokalizasyonu vb.)
bagli biyolojik riskleri, bazi klinik onlemler sayesinde azaltmak miimkiindiir.
Normalde, pulpadan disartya dogru olan ve maddelerin girigini azaltan dentin sivi
basinci, vital dislerin lokal anestezi altinda tedavileri yapilirken azalmaktadir. Ayrica
clirik uzaklagtirllmasi sirasinda enfekte dentin altinda bulunan hipermineralize
dentin  tabakasi  korunmazsa, pulpaya dogru monomerlerin  difiizyonu
kolaylasabilmektedir. Kavite preparasyonu sirasinda bu 6zelliklere dikkat edilmesi,
rezin-bazli materyallerin direkt biyolojik risklerini azaltacak tedbirlerdir (179).

Adeziv sistemin klinik duruma gore secilmesi, rezin-bazli materyallerin direkt
biyolojik risklerini azaltan diger bir faktordiir. Dentin gecirgenliginin azaldigi
sklerotik dentine sahip olan veya kalan dentin kalinliginin yeterli oldugu s1§ kaviteler
biiyiik bir risk olusturmazlar. Bununla birlikte, dentin tiibiillerinin yogun ve genis
capli oldugu pulpaya yakin kavitelerde 1slaklik ve gecirgenlik arttig1 i¢in, biyolojik
riskler de artmaktadir. Yapilan bazi arastirmalarda, derin kavitelere total-etch adeziv
uygulanmasinin, insan pulpasinda kronik enflamasyon ve graniilamat6z reaksiyon ile
sonuglandig1 bildirilmistir. Self-etch adeziv sistemlerin, pulpaya dogru polimerize

olmamis monomerlerin diflizyonunu sinirlayan smear tabakasi ve tikaglarinm
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birakmast dolayisiyla; geng, derin ve gegirgen dentinde kullanilmalari tavsiye
edilmistir (128, 160, 180).

Adeziv ajanlarin ince olmasi ve polimerizasyonun oksijen ile inhibisyonu
klinik 6nem arz eder. Isik diizeyinin yetersizligine bagl olarak rezin taglarin derin
bolgelerinde ve nemli dentin ortaminda, monomer doniisgiimii tam olarak
gerceklesememektedir. Genel olarak, iyi bir polimerizasyonun biyolojik riskin
azalmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Monomerlerin polimerlere %100
doniisiimii teorik olarak miimkiin olmakla birlikte, metakrilat monomerlerin ¢ift
baglarinin %25-50’sinin reaksiyona hi¢ girmeden kaldig1 tespit edilmistir. Yapilan
bir aragtirmada, geleneksel 151k kaynaklariyla polimerize edilen adezivlerde doniisiim
oraninin en fazla %70 oldugu bildirilmistir. Adeziv rezin kullanilan direk pulpa
kuafaji, genellikle enfeksiyon veya nekrozla sonuglanmaktadir. Hayvan ve insan
caligmalarinda hafif derecede pulpa enflamasyonundan, ciddi pulpa degisimine kadar
hiicre apoptozisi tespit edilmistir. Bu durum, oksijen varligmnin rezinlerin
polimerizasyonunu engellemesiyle ilgilidir. Bundan dolay1, adeziv rezinlerin
dogrudan pulpa iizerine uygulanmasinin sitotoksik etki olusturma potansiyelinin yani
sira, monomerlerin polimere doniisimiinii de engelleyebildigi bildirilmistir (162,
181-183).

Glglii 151k kaynaklar1 tarafindan hizli bir polimerizasyon sayesinde,
monomerlerin polimere doniislim oraninin artmasi beklenir. Bununla birlikte dental
adeziv veya kompozit rezinlerin 1sikla polimerizasyonu sirasinda olusan 1s1
nedeniyle, dentin sivisinin pulpaya dogru yer degistirdigi ve polimerize olamayan
monomer partikiillerin pulpaya ulastig1 rapor edilmistir. Ayrica, bu durumun rezinin
polimerizasyonunu gelistirmedigi ve aksine asir1 1sidan dolayr pulpaya olan riskleri
arttirdign da gosterilmistir. Bundan dolayr yapilan aragtirmalarla, 1s1 olusturmayan

LED (blue-emitting diodes) 151k kaynaklar1 gelistirilmeye calisilmaktadir (184-186).
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SONUC VE ONERILER

1- Direkt temas testinde, tim adezivlerin biyolojik reaksiyon gosterdigi ve MTT
testinde ise tim adezivlerin farkli derecelerde sitotoksik oldugu, adezivlerin dozu
arttikca sitotoksik etkilerinin de artig1 ve materyallerin sitotoksisitelerinin zamana
bagli olarak degistigi tespit edildi.

2- Mikroplaklarin mikroskop altinda incelenmesi ile her bir test materyalinin
doz ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu azalttigi, tiim materyallerin en
yiiksek dozunun hiicrelerin yiizeye tutunmalarini zaman igerisinde azalttig1 ve yine
tlim materyallerin en yliksek ilk iki dozunun hiicre zarlarinin yapilarinda bozulmaya
neden oldugu goriildii.

3- Klinik uygulamalar esnasinda, dis ve ¢evre dokulara zarar vermemek igin
alabilecegimiz 6nlemleri su sekilde 6zetleyebiliriz:

a. Rezin monomerlerin diisiik polimerizasyon oranlar1 arttk monomer salinimina
neden olabildiginden, polimerizayonu arttiracak girisimlerde (1s1tk kaynaklarinin
gelistirilmesi ve oksijen inhibisyon tabakasinin zararl etkilerini azaltacak deneysel
caligmalarin tasarlanmasi vb.) bulunulmalidir.

b. Adeziv rezinler, direkt kuafaj materyali olarak kullanilmamalidir.

c. Derin dentin kavitelerinde (0.5mm veya daha az dentin varliginda),
restorasyon ile dentin arasina, rezinin pulpaya zararli etkilerini Onleyecek kaide
materyalleri uygulanmalidir.

d. Yeterli kalinliktaki dentin bariyerin, adezivlerin sitotoksisitesini azalttig
gozlenmistir. Farkli kalinlik ve gecirgenlige sahip dentin kesitlerinin kullanildig:
dentin bariyer metodu c¢aligmalari planlanmalidir.

e. Dishekimi ve yardimeci saglik personeli adeziv materyallerin stirekli cilt
temasindan korunmali, klinik uygulamalarda hastanin diseti ve mukozasin
koruyacak tedbirler alinmalidir.

f.  Kullandigimiz  adezivlerin  kimyasal igerikleri ve pH degerleri
sitotoksisitelerini  etkileyebildiginden, sitotoksisitesi yiiksek monomerler ve
sitotoksik pH aralig1 tespit edilerek, materyal se¢imi yapilmasi onerilmektedir.

g. Intertiibiiler kollajenler aras1 su miktarinin fazla olmasi, rezinin seyrelmesine
neden olarak polimerizasyonun tamamlanmasini engellediginden, klinisyenlerin

adeziv sistemleri uygulamadaki teknik hassasiyetlere 6zen gostermesi tavsiye edilir.
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SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU

TEKNIK BILGILER
Sézlesme Numaras:: BU-2016/11A
UYGULANAN STANDART
TS EN SO 10983 Tibbi Chaziann Biyolojk Degedendinimes:
TS ENISO 10863-1:2014  Bir Risk Yonetim Strecinde Degerlendirme ve Deney
TS ENISO 10883-52010 Vicut Dis: Sitotoksiste Denaylen
TS ENISO 10893-12.2013 Numune Hazirlama ve Referans Malzemeler
Testte Kullanilan Numune Miktan:! adet

Test Baglangig Tarihi:16.08 2018

Test Bitig Tarihi: 19 08 2016

CALISMA TASARIMI

Uygulama®:

| DiREKT TEMAS X EXSTRE I~ I AGARDIFOZYON |-

IS EN ISO 1098312 ‘Numune | Ekstraksiyon Motodu: Kal fest | IS EN 15O 10663-12 “Numune Haxnama
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Koltir Vasati: Minimum Essential Medium (%5 FBS)
Agar Difizyon igin: Minimum Essential Medium (%5 FBS') 7 Agar (1:1)

Hicre Hatti: CCL 81 (Vero-African Monkey Kidney Cell Line)
Negatif Kontrol: Yuksek Yogduniukiu Polietilen
Pozitif Kontrol: Dimetd sulfokst

Roaktif Kontrol: Kultur Vasat
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SITOTOKSISITE SITOTOKSISITE

TEST RAPORU FORMU TEST RAPORU FORMU
Sozlesme Numarasi: BU-2016/11A
Soézlesme Numarasi: BU-2016/11A

DEGERLENDIRME OLCUTLERI

Miisteri Adi/Adresi: T.C. Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatorlugu

Dis Hek. Fak. Restoratif Dig Tedavisi Anabilim Dali “Direkt Temas” ve "Agar Diftzyon" i¢in Tablo 1, "Ekstre” igin Tablo 2 kullaniimigtir.

Kostarlar 24 saatlik inkGbasyonun ardindan mikroskopta gézlemienir.

Numunenin Ad:: Prime&bond one select Biyolojik reaktivite, 24 saatlik inkibasyonun ardindan asagidaki tabloda gosterildigi gibi 0 — 4 arasinda

degisen skalaya gore degerlendirilir;
Numunenin Lot No'su: 1505000880, CE:0123

TABLO 1:
Testin Yapildig: Yer: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakultesi DERECE | REAKSIYON REAKSIYON ZONUNUN TANIMLANMASI
Farmakoloji Anabilim Dali 0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok
: e 1 Cok az Numune altinda bazi $ekli bozuk veya pargalanmig hiicreler var
06100, Sihhiye Ankara; Torkiys [ 2 Hafif Sadece numune altinda zon olugumu var
. ; | 3 Orta Zon olugumu numune sinirfanni 1 cm'e kadar agmis
Numune Gelis Tarihi: 28.07.2016 [ 4 Siddeth Zon olusumu numune siniflanni 1 cm'den daha fazla asmig
Rapor Tarihi: 19.08.2016 TABLO 2:
| DERECE | REAKSIYON KUOLTURLERIN DURUMLARI
Eki: Teknik Bilgiler 0 Yok Ayrik sitoplazma ici granller, hiicre yikimi yok, hiicre gogal da azalma yok
Hucrelenn %20'sinden daha fazlas: yuvarlak olmayan, zayf tutunmus ve sitoplazma igi granal
1 Cok az igermeyen veya morfolojide degigiklikler gosteren, nadiren yikima ugramis hicreler var, sadece
SONUG hafif biyGme inhibisyonu géziemlenebilic
2 Hafif Yuvarlak hicre sayis) %50'den daha az, sitoplazma igi granQl yok, agin hiicre yikimi yok,
_| géziemlenebilir hicre inhibisyonu %50°den daha fazia degil T, e ]
. Yuvarlak veya yikima udramig hiicre sayisi hicre katmaninin %70'inden daha fazias: degil,
Test numunesi "Prime&bond one select (Lot 1505000890, CE:0123)" sitotoksik kabul edilmektedir. 3 Orta hicre katmanlan tamamen parcalanmig degil, gdzlemlenebilir hiicre inhibisyonu %50°den daha
fazia
4 _Siddetl Hacre katmanlannin tamami veya ta yakim yikima ugramig
IDARI YONETICI KOORDINATOR Sonucun sayisal degeri 2'den blylikse numune sitotoksik kabul edilir.
% > g
Zﬂ ¢ 7 rg UtAq C SONUG
Prof. Dr. Serdar Uma Prof. Dr. Inci Erdemli 24 saat sonunda orta (+3) derecede biyolojik reaktivite gozlendi.

DEGERLENDIRME

BU-2016/11A kodlu test numunesi sitotoksik kabul edilmektedir.
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SITOTOKSISITE SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU TEST RAPORU FORMU

Sozlesme Numarasi: BU-2016/11B

Soézlesme Numarasi: BU-2016/11B
DEGERLENDIRME OLGUTLERI
Miisteri Adi/Adresi: T.C. Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatoriigu
Dis Hek. Fak. Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali *Direkt Temas" ve “Agar Difiizyon" igin Tablo 1, “Ekstre” igin Tablo 2 kullaniimigtir.
Kostarlar 24 saatlik inkibasyonun ardindan mikroskopta géziemlenir.
Numunenin Adi: Clearfil Universal Bond Biyolojik reaktivite, 24 saatlik inkibasyonun ardindan asagidaki tabloda gosterildigi gibi 0 — 4 arasinda

degisen skalaya gore degerlendirilir;
Numunenin Lot No'su: 3D0007, CE:0197

TABLO 1:
Testin Yapildig: Yer: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakultesi DERECE | REAKSIYON | ~ REAKSIYON ZONUNUN TANIMLANMASI
Farmakoloji Anabilim Dali 0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok |
06100, Sihhiye Ankara, Trkiye 1 ~ Gokaz Numune altinda bazi gekli bozuk veya par¢alannug hiicreler var
2 Hafif Sadece numune altinda zon olugumu var
, 3 Orta Zon olusumu numune sinir. 1 cm'e kadar asmis
Numune Gelig Tarihi: 28.07.2016 4 Siddetli Zon olugumu numune sinifanni 1 cm'den daha fazla agmis
Rapor Tarihi: 19.08.2016 TABLO 2:
[ DERECE | REAKSIYON KULTURLERIN DURUMLARI
Eki: Teknik Bilgiler ) Yok Ayrik sitoplazma igi grandller, hiicre yikimi yok, hcre gogalmasinda azalma yok
‘ Hacrelerin %20'sinden daha fazlas: yuvarlak oimayan, zayil Wulunmug ve sitoplazma igi granul
1 Cok az icermeyen veya morfolojide degisiklikler gosteren, nadiren yikima ugramig hilicreler var, sadece
SONUC hafif bUyUme inhibisyonu géziemienebilir
2 Hafif Yuvariak hiicre sayisi %50'den daha az, sitoplazma igi granOl yok, asin hicre yikimi yok
goziemienebilir hicre inhibisyonu %50'den daha fazla degil
) ) Yuvarlak veya yikima ugramig hicre sayisi hicre katmaninin %70'inden daha fazlasi degil.
Test numunesi “Clearfil Universal Bond (Lot 3D0007, CE:0197)" sitotoksik kabul edilmektedir. 3 Ona hucre katmanlan parcalanmis dedil, gozlemlenebilir hiicre inhibisyonu %50'den daha
fazia
a Siddetii Hicre katmaniannin tamami veya lamamina yakini yikima ugramig
IDARI YONETICI KOORDINATOR Sonucun sayisal degeri 2'den biyUkse numune sitotoksik kabul edilir
> : — -
(// lee ¢ €S ‘Q‘*Q(O/\M K¢ SONUG
Prof. Dr. Serdar Uma Prof, Dr. Inci Erdemli

24 saat sonunda siddetli (+4) derecede biyolojik reaktivite gozlendi.
DEGERLENDIRME

BU-2016/11B kodlu test numunesi sitotoksik kabul edilmektedir.

: O\E"E UN/;'&?\ X

1 belge resmy makamlara sunulmak uzere hazidanmeghe, belgemn yaymnlanmas) ve kopyalsnmas: yasaktw. Test sonuglan



SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU

Soézlegsme Numarasi: BU-2016/11C

Migteri Adi/Adresi: T.C. Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje KoordinatériGgi
Dig Hek. Fak. Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali

Numunenin Adi: Optibond All-in-one

Numunenin Lot No'su: 5501566, CE:0086

Testin Yapildig: Yer: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakultesi
Farmakoloji Anabilim Dali
06100, Sihhiye Ankara, Tirkiye

Numune Gelig Tarihi: 28.07.2016

Rapor Tarihi: 19.08.2016

Eki: Teknik Bilgiler

SONUG

Test numunesi “Optibond All-in-one (Lot 5501566, CE:0086)" sitotoksik kabul edilmektedir.

iDARI YONETICI KOORDINATOR
)7 3 ‘ =
FLleic oS D Dedes

Prof. Dr. Serdar Uma Prof. Dr. Inci Erdemli

SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU

Sozlegme Numarasi: BU-2016/11C

DEGERLENDIRME OLGUTLERI

“Direkt Temas” ve “Agar Difuzyon” igin Tablo 1, “Ekstre” igin Tablo 2 kullaniimigtir.

Kostarlar 24 saatlik inkiibasyonun ardindan mikroskopta gozlemlenir.

Biyolojik reaktivite, 24 saatlik inkUbasyonun ardindan asagidaki tabloda gosterildigi gibi 0 - 4 arasinda
degisen skalaya gore degeriendirilir,

TABLO 1:
DERECE | REAKSIYON REAKSIYON ZONUNUN TANIMLANMASI
0 Yok Numune etrafinda veya altinda saplanabilir bir zon yok
1 Cok az Numune altinda baz: gekli bozuk veya pargalanmig hiicreler var
2 Hafif Sadece numune altinda zon olugumu var -
3 Orta Zon olusumu numune sinirfanni 1 cm'e kadar agmig
K Siddetli Zon olusumu numune sinirfanni 1 cm'den daha fazia agmig o
TABLO 2:
DERECE | REAKSIYON KULTURLERIN DURUMLARI
0 Yok | Aynk sitoplazma igi granller, hucre yikimi yok, hicre gogal da azalma yok
Hucrelerin %20'sinden daha fazlas: yuvarlak olmayan, zayf tutunmus ve sitoplazma igi granul
1 Cok az i¢ yen veya morfolojde degigiklikler go , nadiren yrkima ug s h var, sadece
afif blyume inhibisyonu gézlemienebilir
2 Hafif Yuvarlak hucre sayisi %50'den dahal az, sitoplazma igt grantl yok, agin hicre yikimi yok,
gozlemienebilir hucre inhibisyonu %50'den daha fazla degil
Yuvarlak veya yikima udramig hicre sayisi hicre katmanimin %70'inden daha fazias: degil,
3 Ona hiicre katmanlan tamamen parcalanmig degil, gozl hiicre inhibisy %50'den daha
fazia
4 Siddeth Hucre katmanlannin tamam veya tamamina yakini yikima ugramis

Sonucun sayisal degeri 2'den blylkse numune sitotoksik kabul edilir.

SONUG

24 saat sonunda siddetli (+4) derecede biyolojik reaktivite gézlendi.

DEGERLENDIRME

BU-2016/11C kodlu test numunesi sitotoksik kabul edilmektedir.

Bus heige resme makamiara sunulmak ozere hazufanmigh, belgenin yaymianmas: ve kopyalanmasi: yasaklir Test sonuglan Bu beige restn makamiara sunulmak dzere hazirtanmighir, belgenin yaymianmas: ve kopyalammast yasakt. Test sonuglan

EKA4.




SITOTOKSISITE SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU TEST RAPORU FORMU
Sozlesme Numarasi: BU-2016/11D
Sbézlesme Numarasi: BU-2016/11D
DEGERLENDIRME OLGUTLERI
Miigteri Adi/Adresi: T.C. Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatérligu
Dis Hek. Fak. Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali “Direkt Temas" ve “Agar Difuzyon" igin Tablo 1, “Ekstre” igin Tablo 2 kullaniimistir.
Kostarlar 24 saatlik inkGbasyonun ardindan mikroskopta gozlemlenir.
Numunenin Adi: G-bond Universal Biyolojik reaktivite, 24 saatlik inkiibasyonun ardindan asagidaki tabloda gosterildigi gibi 0 — 4 arasinda
degisen skalaya gore degerlendirilir;
Numunenin Lot No'su: 1504201, CE:0086
TABLO 1:
Testin Yapildiai Yer: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiitesi DERECE | REAKSIYON REAKSIYON ZONUNUN TANIMLANMASI
Farmakoloji Anabilim Dall 0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok
06100, Sihhiye Ankara, Tarkiye 1 Cok az Numune altinda baz: gekli bozuk veya pargalanmig hucreler var
' ’ 2 Haff Sadece 1 finda zon olusumu var
3 Om? i Zon olu;umu numune sinifanni 1 cm'e kadar agmig
Numune Gelis Tarihi: 28.07.2016 4 Siddetli | Zon olusumu numune sinifanni 1 cm'den daha fazla agmis =
Rapor Tarihi: 19.08.2016 TABLO 2:
RECE | REAKSIYON 2 KOLTURLERIN DURUMLARI
Eki: Teknik Bilgiler = Yok Ayrik sitoplazma ici granuller, hilcre yikimi yok, hiicre gogal da azalma yok
Hucrelenn 9%20'sinden daha fazlas: yuvarlak cimayan, zayf $ ve sitopl ici grandl
1 Cok az yen veya morfolojid deglykllkler go , nadiren yikima ug $ hlicreler var, sadece
SONUG ham blylme mhubusyonu { 1ebilir
2 Hafit Yuvarlak mx:re sayisi %50'den daha az, sitoplazma igi granul yok, agin hucre yikimi yok,
g6 L hiicre inhibisyonu %50'den daha fazla degil
. .. ) Yuvarlak veya yikima ugranug hlcre sayisi hiicre katmaninin %70'inden daha faziasi degil,
Test numunesi “G-bond Gniversal (Lot 1504201, CE:0086) sitotoksik kabul edilmektedir. 3 Onta hicre katmanlan tamamen pargalanmig degil, gozlemlenebilir hicre inhibisyonu %50'den daha
N fazla
L4 _Siddeti Hicre katmanlarinin tam veya tamamina yakini yikima ugramig
IDARI YONETICI KOORDINATOR Sonucun sayisal degeri 2'den buyilkse numune sitotoksik kabul edilir.
4 < - | -~
‘7/ Leee S /@\A«Cucﬂq ! SONUG
Prof. Dr. Serdar Uma Prof. Dr. Inci Erdemii 24 saat sonunda siddetli (+4) derecede biyolojik reaktivite gézlendi.

DEGERLENDIRME

BU-2016/11D kodlu test numunesi sitotoksik kabul edilmektedir.

Bu belge msmi makamlara sunalmak (zere hazidanmigly, belgenin yayintanmast ve kopyalanmasi yasaktir Bu beige resnw makamiars sunulmak dzere haziftanmigtir, belgenin yaymlanmas: ve kopyalanmas: yasaktr Test sonuglar

EK.5.




SITOTOKSISITE SITOTOKSISITE
TEST RAPORU FORMU TEST RAPORU FORMU
Soézlesme Numarasi: BU-2016/11E
Sozlesme Numarasi: BU-2016/11E
DEGERLENDIRME OLGUTLERI
Miisteri Adi/Adresi: T.C. Dicle Universitesi Bilimsel Aragtirma Proje Koordinatoriugu
Dig Hek. Fak. Restoratif Dis Tedavisi Anabilim Dali “Direkt Temas” ve “Agar Diftizyon” igin Tablo 1, “Ekstre” igin Tablo 2 kullaniimigtir.
. Kostarlar 24 saatlik inkibasyonun ardindan mikroskopta goézlemlenir,
Numunenin Adi: 3M Single Bond Universal Biyolojik reaktivite, 24 saatlik inkibasyonun ardindan asagidaki tabloda gosterildigi gibi 0 — 4 arasinda
degisen skalaya gore degerlendirilir;
Numunenin Lot No'su: 580934, CE:0123
TABLO 1:
Testin Yapildig: Yer: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakuitesi | DERECE [ REAKSIYON REAKSIYON ZONUNUN TANIMLANMASI
Farmakoloji Anabilim Dali 0 Yok Numune etrafinda veya altinda saptanabilir bir zon yok
06100 Slhhiye Ankara, Turkiye 1 Cok az Numune altinda baz: sekli bozuk veya pargalanmig hGcreler var
¢ ! 2 Hafif Sadece numune altinda zon olugumu var
3 Ona Zon olugumu numune simirlanni 1 cm'e kadar agmig
Numune Gelig Tarihi: 28.07.2016 = Siddeth T S ) dm fozla ”m,g : .
Rapor Tarihi: 19.08.2016 TABLO 2:
DERECE | REAKSIYON > KULTURLERIN DURUMLARI
Eki: Teknik Bilgiler 0 Yok Aynik sitoplazma igi granuller, hiicre yikimi yok, hicre gogal wda azalma yok
Hucrelerin %20'sinden daha faztas: yuvaﬂak olmayan, zayif tutunmusg ve sitoplazma igi grandl
1 Cok az yen veya morfoloji g , nadiren yikima ugrami§ hlcreler var, sadece
SONUG hafif biyGme inhibisyonu ggzlemletrqlgujgrv o
2 Hafif Yuvarlak hicre sayisi %50'den daha az, sitoplazma igi granul yok, agin hucre yikimi yok.
gozlemienebilir hicre inhibisyonu %50'den daha fazla degil
. . L . ) Yuvariak veya yikima ugramig hiicre sayisi hiicre katmaninin %70'inden daha fazias: degi,
Test numunesi “3M Single Bond Universal (Lot 580934, CE:0123)" sitotoksik kabul edilmektedir. 3 Ona hicre katmanlan tamamen pargalanmig degil, gozlemlenebilir hiicre inhibisyonu %50'den daha
fazla
4 | Siddetli | Hicre katmanlarinin veya yakini yikima ugramg
IDARI YONETICI KOORDINATOR Sonucun sayisal degeri 2'den blylkse numune sitotoksik kabul edilir.
) \ |\
a4 > | ( | 2
Do 0 5 &/\A,/O\['\\i SONUG
Prof. Dr. Serdar Uma Prof. Dr. Inci Erdemii 24 saat sonunda siddetli (+4) derecede biyolojik reaktivite géziendi.

DEGERLENDIRME

BU-2016/11E kodlu test numunesi sitotoksik kabul edilmektedir.

Bu belge resmi makamilara sunulme wk (zere hazidanmigty, belgenin yaylanmas: ve kopyalanmas: yasaktr Test sonuglan olge esnN makamifara sunulmak uzere hazilanmigh, belgenin yaywianmas: ve kopyalanmasi yasakii Tast sonuglan
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