Med Res Rep 2021;4(1):11-28

MEDICAL RESEARCH REPORTS

ARASTIRMA

MARALEST tip baglayici ajanin monomer salinimlarinin pulpa

fibroblast hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi.
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Ozet
Amag: Bu ¢alisma, siit ve siirekli diglerin restorasyonlarinda kullanilan kompozit dolgu materyallerinin dentine
tutunmasini saglayan baglayici sistemlerin sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
Yontem: Tek sise (one-bottle) sistemler grubu iginde bulunan Single Bond ve kendinden asitlemeli (self-
etching) sistemler grubu i¢inde bulunan Adper Prompt-L-Pop materyallerinin insan pulpasi fibroblast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Her iki ajanin da bir grubu tiretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda
polimerize edilmis, bir grubu da polimerize edilmeden birakilmis ve bu gruplarin pulpa fibroblast hiicreleri
iizerinde meydana getirdigi degisiklikler hiicre proliferasyonu acisindan degerlendirilmistir. Insan pulpa
fibroblastlarmin primer hiicre kiiltiirii hazirlanmis ve calismada tigiincii pasaji kullanilmistir. Materyaller 6zel
olarak hazirlanmig cam tagiyicilar igerisinde, hiicrelerle dogrudan temas etmesi engellenerek yirmi dortli well-
platelerdeki kuyucuklara yerlestirilmistir. 24 saat inkiibisyondan BrdU boyama yontemi ile hiicer
proliferasyonlari belirlenmistir. Baglayici ajanlarin monomer salinimlar: ise HPLC (Yiiksek performansl sivi
kromatografi) cihazi kullanilarak saptanmistir. Bu iki bulgu arasindaki korelasyon degerlendirilmistir.
Bulgular: Arastirma sonucunda, Single Bond ve Adper Prompt-L-Pop materyallerinin polimerize edilmis olan
gruplarinda, hiicre proliferasyon oranlarmin polimerize edilmemis gruplarla karsilastirildiginda belirgin bir
sekilde yiiksek oldugu saptanmistir. Sonu¢: Giiniimiizde kullanilan Single Bond ve Adper Prompt- L-Pop
materyallerinin {iretici firma onerileri dogrultusunda kullanilmasinin pulpa dokusu iizerinde olumsuz etki
gostermeyecegi, ancak yapilarinda bulunan monomerlerin polimerlere doniisiimii saglanamadiginda,
gerceklesen monomer salinimiin pulpa iizerinde yiiksek oranda sitotoksisite gdsterdigi belirlenmistir. Bu
nedenle, baglayici ajanlar1 uygularken gerekli 6zeni gostermek restorasyonun basarist agisindan biiyiilk 6nem
tagimaktadir.
Anahtar kelimeler: Sitotoksite, Proliferasyon, Monomer salinimi, Pulpa hiicreleri

Abstract

Aim: The study was performed for investigating the cytotoxic effects of Single Bond and Adper Prompt-L-
Pop dentin bonding agents used for restorations of primary and permanent teeth, on the human pulp fibroblasts.
Method: The primary culture of human pulp fibroblast was prepared and the third passage of the fibroblasts
were used. The materials used in the study were put into the glass carriers designed for inhibiting the materials'
direct contact with the fibroblasts and one group of Single Bond and Adper Prompt-L-Pop were polymerized
while the other groups were left unpolymerized. After 24-hour incubation, the cell proliferations were
determined respectively by the BrdU assay. The monomer releases of the bonding agents were also determined
using HPLC (High performence liquid kromatogrephy) device. The correlation between these values were
evaluated. Results: In the study, the cell proliferation of the polymerized Single Bond and Adper Prompt-L-
Pop groups were found significantly higher than the unpolymerized Single Bond and Adper Prompt-L-Pop
groups. Conclusion: The bonding agents Single Bond and Adper Prompt-L-Pop when used according to the
manufacturers' proposal had a minimum cytotoxic effect on the human pulp fibroblasts. However, the results
of the study have indicated that degeneration in the monomer-polymer chain caused the monomer release which
is cytotoxic on the human pulp. For this reason, dentists have to be careful about the application of the bonding
agents for the success of the restorations.
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GIRIS
Baglayici ajanlar, saglikli dis dokusunun
korunmasi, bununla birlikte dentin ve mine
dokusu ile hem kimyasal hem de mekanik iyi
bir baglant1 saglamasi nedeni ile restoratif dis
hekimliginde son yillarda tercih edilmektedir
1, 2).

Dentin baglayict sistemlerin dis dokularia
baglanma diizeyinin yiliksek olmasinin mikro
sizintinin azalmasini sagladigi bildirilmektedir
(3, 4). Iyi bir baglanmanin olabilmesi icin ise
dentin-regine arasinda hibrit tabakanin olusmasi
gerektigi belirtilmektedir. Son zamanlarda
kullanima  sunulan sistemlerin  igerisinde
bulunan monomer ve polimerlerin gelistirilmesi
ile baglayici ajanlar ile dentin arasinda hibrit
tabakasinin

olugumunun saglandig1

gozlenmektedir  (5-7). Bununla  birlikte
baglayici ajanlarin doku uyumluluklarinin,
mine ve dentin dokusuna baglanmalar1 kadar
giivenilir olmadig1 bildirilmektedir. Ajanlarin
igerisinde bulunan ve baglanma giiclini
artirdigi savunulan monomerlerin pulpa dokusu
iizerine toksik etkili oldugu ve hiicresel
bozulmalara neden oldugu bilinmektedir (8, 9)

Baglayic1 ajanlar kimyasal yolla ya da
goriliniir 151kla polimerize edilmektedir. Ancak
1s1kla polimerizasyon sirasinda monomerlerin
tiimiiyle polimerlere donilismesinin
saglanamadigit  durumlar  bildirilmektedir.
Polimerizasyonu saglanamayan mononerlerin,
bulundugu ortama salindig1 ve restorasyonun
mekanik yapisim bozdugu, doku uyumunu
olumsuz yonde etkiledigi, sistemik veya yerel
toksisiteye neden olabildigi bildirilmektedir

(10-12)

Dentin baglayict sistemler kullanilarak
yapilan restorasyonlar sonrasinda pulpa
dokusu hiicrelerinde bozulmalar meydana
gelmemesi icini  restorasyon yapilirken
hekimin dikkatli bir sekilde ¢alismasi ve hibrit
tabakasinin olusmasin1 saglamasi gerektigi
ileri siirilmektedir. Hibrit tabakasi tam
anlamiyla olustugundaki polimerizasyonun
tam olmasi anlamina da gelmektedir; toksik
etkilerin goriilmeyecegi bildirilmektedir (6,
13) Polimerizasyonun tam anlami ile
saglanamayacagl durumlar da s6z konusu
olabilecegi i¢in  giiniimiizde  kullanilan
baglayici ajanlarin igerisindeki monomerlerin
salinim miktarinin ve bu miktarin toksik
etkilerinin belirlenmesi gerektigi
savunulmaktadir. Bu sekilde yillar boyunca
gelistirilerek istenilen diizeye geldigi inanilan
baglanma giicii gibi baglayict ajanlarin
sitotoksik  etkilerinin  de en  aza
indirgenebilecegi ve giivenle kullanilacak
baglayici
belirtilmektedir (6, 13).

ajanlara ulagilabilecegi

Baglayici  ajanlarin  pulpaya yakin
restorasyonlarda bazi1 komplikasyonlara neden
oldugu bilinmekte ve bunlari gidermek igin
bircok  baglayict  ajanlar veya dolgu
maddelerinin igerisinde bulunan monomerlerin
timuniin

polimerizasyon asamasinda

polimerlere donisiimiiniin
saglanamamasindan kaynaklandigi diisiiniilen
pulpa nekrozu oldugu bildirilmektedir.
Kullanilan  materyallerin  pulpa  dokusu
iizerindeki sitotoksik etkilerinin bilinmesinin
klinik agidan 6nem tasidigi, ancak oOncelikle

materyallerin toksik etkilerinin in vitro olarak

belirlenmesi gerektigi belirtilmektedir.
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In vitro olarak sitotoksisitesi ¢ok yiiksek
bulunan materyalin klinik olarak
degerlendirilmesine gerek
savunulmaktadir (14-16).

Glinlimiizde baglayici sistemlerde ¢ok

olmadig1

biiyiik gelismeler kaydedildigi, gec¢misten
bugiine yapilan bir¢cok arastirmanin 15181
altinda bu sistemlerin daha kolay kullanilabilir,
daha giivenilir ve daha etkili hale getirildigi
goriilmektedir. Bu sistemler klinik olarak
kolaylik getirecek, ayni zamanda dentine
baglanma giicii ve kavite uyumu yiiksek
olacak, mikro sizintiya neden olmayacak,
pulpaya sitotoksik etki gostermeyecek sekilde
gelistirilmeye caligilmis ve sonug olarak tek
sise (one-bottle) ve kendiliginden asitlemeli
(self-etching) sistemlere ulagilmistir (17, 18).
Bu ¢alismanin amaci dis hekimlerine zaman
ve uygulama acisindan kolaylik sagladigi
bilinen  biri  tek-sise  sistemler, digeri
kendisinden asitlemeli sistemlere dahil olan iki
tip baglayici ajanin, insan pulpasi fibroblast
hiicreleri  tizerindeki sitotoksik etkilerinin;
hiicrelerin ~ proliferasyon yetenekleri ve
monomer salinim  oranlar1  belirlenerek
incelenmesi, kontrol grubu ile karsilastiriimasi

ve aralarindaki korelasyonun saptanmasidir.

GEREC VE YONTEM

A. CALISMADA KULLANILAN
BAGLAYICI AJANLAR
i. Single Bond
Tek sise adesiv sistemler grubu iginde yer

alan ve 2-Hidroksi etil metakrilat (HEMA)

iceren Single Bond baglayic1 sistemleri wet-

bonding 6zelligi tagimaktadir. Biitiin kompozit

restorasyonlarin altinda porselen, kompozit ve
metal restorasyonlarin tamirinde, kok yiizeyi
hassasiyetlerini gidermek igin ve porselen
veneerlerin yapistirilmasinda kullanilmaktadir.

ii. Adper Prompt L Pop

Kendinden asitlemeli sistemler grubu iginde
yer alan su bazli Adper Prompt L Pop materyali,
kullanilan adesiv sistemlerin basamak sayilarini
azaltan ve restorasyon yaparken olabilecek
hatalar1 en aza indiren bir sistemdir. Bu
sistemde, mine ve dentine asit uygulama
basamagi ortadan kaldirilmis ve hekimin zaman
kazanmasina ve hastanin dis hekimi koltugunda
daha az zaman gegirmesine olanak saglanmustir.

Adper Prompt L Pop materyali bir
uygulamalik kullanimdan sonra atilabilen bir
aplikator seklinde piyasada bulunmaktadir. Bu
aplikatorin -~ kirmizi ve  sar1  boliimleri
bulunmaktadir. Kirmizi bdliimiin sart bolim
iizerine kivrilmasi ve daha sonra bastirilarak
ajanin aplikator ucuna ulagtirilmasi
saglanmalidir. Kirmizi  boélim igerisinde
metakrilat igeren fosforik esterleri, baslaticilar
(initiator), sabitleyiciler; sar1 bolim igerisinde
ise su, fluorid karisimi ve yine sabitleyiciler

bulunmaktadir.

B. HUCRELERIN ELDE EDIiLMESI

Yaglar1 17-28 arasinda degisen 32 hastanin
agiz ortamiyla temasa gegmemis, gomik yirmi
yas disgleri, ameliyat bitiminden hemen sonra
alinip, serum fizyolojik ile 1slatilmis steril gaz
tamponlara sarildi. Digler yarim saat i¢erinde
fizyodispenser, steril angldurva ve steril karbon
separeler yardimi ile mesio-distal yonde pulpa
odasinin sinirina kadar boyuna kesildi. Steril

elevator ve biliylik az1 davyeleri ile dislerin

Medical Research Reports 2021;4(1):11-28

13



Kiziltan Eliacik B, Seymen F., iki tip baglayic1 ajanin monomer salimmlarinin pulpa fibroblast hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi.

boyuna kesilen pargalari birbirinden ayrildi.
Steril bistiiri ucu ile pulpa dokusu ¢ikarildi. +4
°C’ta  bekletilen tampon  soliisyonlarina
aktarildi. Tampon soliisyonlarina aktarildiktan
sonra bir saat i¢erisinde 21 no bistiiri ile 0.5 mm
parcalar haline gelecek sekilde dogranda.

Bu pargalar 1 pg/ml kollejenaz igeren etilen
diaminotetra asetik (EDTA) eklenmis fosfat
cozeltisinde 1 saat 37 °C’ye ayarlanmis
karigtirict iginde ¢alkalandi. 1500 devir/dk’da 3
dakika stire ile santrifiij edildikten sonra {ist siv1
atilarak pelet %10 fetal dana serum eklenmis
Dulbecco’s Modifiye Eagle’s Medyumu
(DMEM) F-12 medyum ile yikanarak steril
gazli bezden siiziildii. Elde edilen hiicreler 25
cm’lik polistiren kiiltiir siseleri igerisinde, %10
fetal dana serum (FCS, 7 ml L-Glutamin
katilmis DMEM katilarak %5’lik CO? etiiv
igerisine yerlestirildi. Ug giinde bir medyumlari
degistirilerek hiicreler konfuluen hale gelinceye
kadar beklendi. iki hafta sonunda hiicrelerin
tizerindeki yasamlarini devam ettirmelerini
saglayan medyumu dokiildii. Hiicreler iizerine
%S5 tripsin ve EDTA ilave edildi ve etiive (37
°C) kaldirildi. Tripsin etkisi ile hiicreler
kaldirildiktan sonra ortama serumlu veya
serumsuz medyum eklenerek tripsin etkisi
durduruldu. Hiicreler santrifiij edildi.

Ust sivi  atilarak tripsin  uzaklastirildi.
Hiicreler medyum ile siispanse edildi
(tizerlerine medyum eklendi ve pipetaj yapildi)
ve yeni bir Kkiltir sisesine aktarilarak
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde birinci pasaj
elde edilmis oldu. Birer hafta ara ile ayni islem
tekrarland1 ve ikinci ve iiglincli pasajlar elde
edildi. Deney i¢in ligiincii pasaj pulpa fibroblast

hiicreleri kullanildi.

C. BAGLAYICI AJANLARI TASIYACAK
ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Sitotoksisite

testlerinde materyalin
yerlestirilecegi tasiyicilari inert bir maddeden
yapilmis olmasi ve standart Olgiilerde olmasi
gerekmektedir. Bu sartlara uygun olarak deney
icin camdan yapilmis tastyicilar hazirlatildi. Bu
tagiyict 5 mm yiiksekligi ve 8 mm ¢agi olan ufak
bir silindire sag ve solda olmak iizere tek parga
olarak baglanmig 5 mm’lik kollar araciligiyla
petri  kutusunun kapagima sivi  parafin
yardimiyla tutturuldu. Tasiyicinin ortasinda
silindir olugturulurken cam ustasi tarafindan 3
mm derinliginde ve 3 mm ¢apinda arastirilan
baglayici ajanlar1 yerlestirmek amaci ile bosluk
olusturuldu.

D. CALISMA GRUPLARI

Calismada kullanilan baglayict ajanlardan

her biri grup kabul edildi. Bu iki grup kendi

iclerinde de goriiniir 1s1kla polimerize edilmis

ve polimerize edilmemis olmak iizere iki gruba
ayrildi. Boylece dort grup elde edilmis oldu.

Her grup yedi ornekten olusturuldu. Her iki

grubunda 1sikla polimerizasyonu Lunar Dental

Light Cure Unit ile 20 saniye siire ile

gerceklestirildi.  Iglerine  hicbir  madde

yerlestirilemeyen cam tasiyicilar ise kontrol
grubu olarak kabul edildi.

E. BROMODEOKSIURIDIN BOYAMA
YONTEMI iLE HUCRE
PROLIFERASYONUNUN
BELIRLENMESI

Hiicrelerin bulundugu kuuyucuklara
1,9 ml %20 FCS igeren RPMI-1640 medyumu
icinde 0,1 ml stok BrdU ¢ozeltisi konarak 1 saat
siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra bu

medyum bosatilarak hiicreler %10 formaledhit
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ile 1 saat boyunca tespit edildi. Tespit ertesinde
fosfat tamponu ile yikanip kurutularak 1 gece
boyunca +4°C’de saklandi. Ertesi giin distile su
ile yikanan lameller 10 dk siireyle %1,5 H202
icinde tutuldu ve ardindan distike su ile 5 dk
calkalandi. 37°C’de %2 tripsin ¢ozeltisi ilave
edilerek 15 dk ve ardindan 1,21 gram Tris’in
100 ml saf sudan ¢oziindiikten sonra; 0,85 ml
HCL’nin 100ml saf suda ¢oziinmesi ile elde
edilen Tris tamponunda (TBS) (pH=7,4) 37
%C’de 5 dk bekletildi. Daha sonra 10 dk siireyle
0,1 M Boraks tampon ¢ozeltisi ile oda 1sisinda
bekletildi. Birkag kez TBS ile yikandiktan sonra
20 dk NRS (non-reaktif serum) ile bloke edilen
hiicreler iizerine 1:200 oraninda diliie edilen
primer  antikor  lamellerin  kenarindan
tagsmayacak miktarda konarak 1 saat siireyle
37°C’de inkiibe edildi. Bu islemin ardindan
hiicrelerin bulundugu lameller birka¢ kere TBS
ile yikandi ve iizerine sekonder antikor
damlatilarak 10 dk muamele edildi.

Bu siirenin sonunda TBS ile tekrar
yikanan lamellerin {izerine bu kez streptavidin
peroksidaz kompleksi konarak 10 dk bekletildi.
Lameller birkag kere TBS ile yikandiktan sonra
peoksidaz siibstratt olarak kullanilan AEC
kromojeni i¢inde 15 dk bekletildi. Kisa bir siire
sonra 5 dk siire ile Mayer hematoksilenle karsit
boyama yapildi. Basingla akan ¢esme suyunda
10 dk bekletilen lameller kurutularak lamlar
lizerine yapistirildt ve 1s1k mikroskobunda
sayim yapilarak ¢ekirdekleri boyana hiicrelerin
boyanmayan hiicrelere orani saptandi.

F. HPLC iLE SALINIM
MIiKTARLARININ BELIRLENMESI

i.  Standart Ve Kalibrasyon Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Orijinal standartlar %2 oraninda metanol
ile seyreltilerek tek tek HPLC’ye verilip ana
monomerlerin gelis siiregleri saptandi. Her
materyal i¢in pikler tanimlanmis oldu. Ayni
orneklerden once 100pg/ml’lik miktarlar hassas
terazide tartilarak belirlendi. Ana monomerlerin
Iml’lerinin agirliklar hassas terazide tartilarak
belirlendi. Bis-GMA, HEMA ve TEGDMA
belirlenen hacimlerde tartilip Bis-GMA igin
25ug/ml, HEMA ve TEGDMA igin 2,5
pg/ml’lik  standartlar hazirlandi ve ayni
HPLC’de calisildi. Son konsantrasyonlar Bis-
GMA i¢in 2,5pg/ml, HEMA ve TEGDMA igin
0,250 pg/ml’ olarak belirlendi. Bu oranlarda
pikler elde edilerek HPLC cihazinin
kalibrasyonu yapildi.

HPLC grade metanol kullanildig1 i¢in herhangi

bir saflagtirma yapilmadi.

ii.  Orneklerin Analizi

HPLC cihazina ana  monomer
cozeltileri tanitildiktan sonra ve kalibrasyon
yapildiktan sonra daha once ependorf tiipleri
icerisine alinmis olan BrdU oOrneklerinin {ist
stvilarinin Spl’si enjekte edildi. Olgiimii diode
array dedektérde 225 nm dalga boyunda
yapildi. Ornekler ilk 5 dakika siiresince %70
metanol-su karigimi ile ayristirildi. Daha sonra
%70-100 metanol lineer degisimi ile 10 dakika
akis devam ettirildi. 10 dakika sonunda %100
metanol ile 5 dakika daha ayrigtirmaya devam
edildi. Total analiz siireci 20 dakika olarak
ayarlandi. Ayristirma siiresince akis hiz1 1ml/dk

olarak belirlendi.
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ISTATIKSEL ANALIZ

SPSS programi kullanilarak tanimlayici
istatistiklerin yaninda Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi kullanilarak ikili

karsilastirilmalar yapilmstir.

BULGULAR

BROMODEOKSI URIDIN TESTI ILE
BELIRLENEN HUCRE
PROLIFERASYONUNA ILISKIN
BULGULAR

Polimerize edilmis ve edilmemis

Single Bond materyali ile Polimerize edilmemis
ve edilmis Adper Prompt-L-Pop materyalleri ve
Cam tasiyical icerisnde herhangi bir baglayict
ajan uygulanmayan kontrol grubundan elde
edilen degerlen ise Tablo 1’de belirtilmektedir.
Bes grubun birbirleriyle Kruskal Wallis testi
kullanilarak karsilagtirildiginda istatiksel olarak
anlamli farkliliklar bulunmustur (Tablo 2).
Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanilarak yapilan ikili karsilagtirmalar
sonucunda; polimerize edilmemis Single Bond
materyali uygulanan grup ile polimerize edilmis
Single Bond uygulanan grup polimerize edilmis
Adper Prompt-L-Pop materyali uygulanan grup
ve  kontrol grubu  karsilastirildiginda
aralarindaki farkin anlamli oldugu bulunmustur

(Tablo 3). Polimerize edilmemis Adper Prompt

L-Pop materyali uygulanan grup ile; polimerize
edilmis Single Bond uygulanan grup,
polimerize edilmis Adper Prompt-L-Pop
materyali uygulanan grup ve kontrol grubu
karsilastirildiginda arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte polimerize edilmis Single Bond
materyali uygulanmis grup ve polimerize
edilmis  Adper Prompt-L-Pop  materyali
uygulanmig grubun birbirleri ve iki grubunda
ayri ayrt kontrol grubu ile karsilastirilmalart
sonucunda aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu bulunmustur (Tablo 3).

Polimerize edilmemis Single Bond
materyali uygulanan grup ve  polimerize
edilmemis Adper Prompt-L-Pop materyali
uygulanan grup birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda ise aralarinda istatiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir
(Tablo 3).

HUCRE __ PROLIFARASYONUN
BELIRLENMESi iCIN HAZIRLANMIS
GRUPLARA [LiSKIN BULGULAR HPLC

iLE INCELENMESI

Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi
icin hazirlanmig 6rneklerin st sivilart HPLC
cihazinda  c¢alisilarak  monomer  salinim
degerleri elde edilmistir (Tablo 4).

Bes grubun birbirleriyle Kruskal Wallis

testi kullanilarak karsilastirilmasinda istatiksel
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Tablo 1. Single Bond, Adper Prompt-L-Pop materyali uygulalan gruplarda prolifere olmaya devam eden hiicre

oranlar
Single Bond 6rnekleri Adper Prompt-L-Pop Kontrol
Grup
Polimerize Polimerize Polimerize Polimerize
edilmemis edilmis edilmemis edilmis
Ornek 1 7,60 12,14 6,96 19,29 25,87
Ornek 2 6,80 12,36 8,40 20,36 26,9
Ornek3 4,09 13,31 7,45 17,13 26,16
Ornek 4 5,27 16,02 7,77 14,53 25,74
Ornek 5 5,18 13,69 6,75 16,89 25,14
Ornek 6 5,33 13,34 7,15 18,11 23,63
Ornek 7 4,83 13,16 7,49 16,2 20,07
Ortalama 5,58 13,43 7,42 17,5 24,78
Tablo 2. Bes grup icin yapilan varyans analizi sonuglari
Vitalite BrdU HPLC vitalite HPLC- BrdU
Polimerize edilmemis | Aritmetik 272286 5,6E-02 ,2886 ,2354
Single Bond Ortalama
Standart Sapma 5,92E-02 1,2E-02 1422 8,03E-02
Ortalama Skor 6,430000 4,86000 25,0000 25,000000
n 7 7 7 7
Polimerize edilmemis | Aritmetik ,295086 74E-02 1070 O 6,59E-02
Prompt-L-Pop Ortalama
Standart Sapma 1,/70E-02 5,5E-02 2,526-02 2,39B-02
Ortalama Skor 8,570000 10,14000 17,640000 15,860000
n 7 7 7 7
Polimerize edilmis Single | Aritmetik , 726357 ,13431 5,44E-02 5,06E-02
Bond Ortalama
Standart Sapma 9,80E-03 1,3E-02 2,07E-02 1,48E-02
Ortalama Skor 19,000000 18,14000 10,140000 13,000000
n 7 7 7 7
Polimerize Adper- Prompt- | Aritmetik 771609 1501 3,13E-02 2,56E-02
L-Pop Ortalama
Standart Sapma 5218-02 19E-02 127E-02 5,88E-02
Ortalama Skor 24.000000 25,00000 5,210000 4,140000
n 7 7 7 7
Kontrol Aritmetik 896186 24787 0 0
Ortalama
Standart Sapma 3,768-02 2,3E-02 0 0
Ortalama Skor 32,000000 31,86000 0 0
n 7 7 7 7
TOPLAM Kruskal wallis 30,386 31,801 23,330 22,932
p 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005

Medical Research Reports 2021;4(1):11-28

1s



Kiziltan Eliacik B, Seymen F., iki tip baglayici ajanin monomer salimmlarinin pulpa fibroblast hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi.

Tablo 3. Mann Whitney U testi ile hiicre
proliferasyonu ( BrdU ) sonuclarmn ikili
karsilastirilmas1 (5 grup oldugundan Bonferroni
diizeltmesi p- 0,05/ 5- 0,01 olarak kabul edildi)

p
Polimerize edilmemis Single Bond / 0,018
Polimerize edilmemis Adper Prompt-L-
Pop
Polimerize edilmemis Single Bond/ 0,002
Polimerize edilmis Single Bond
Polimerize edilmemis Single Bond / 0,002
Polimerize edilmis Adper Prompt-L-Pop
Polimerize edilmemis Single Bond / 0,002
Kontrol
Polimerize edilmemis Adper Prompt-I.- 0,002
Pop / Polimerize edilmis Single Bond
Polimerize edilmemis Adper Prompt-I.- 0,002
Pop / Polimerize edilmis Adper Prompt-I.-
Pop
Polimerize edilmemis Adper Prompt-L- 0,002
Pop / Kontrol
Polimerize edilmis Single Bond / 0,003
Polimerize edilmis Adper Prompt-I.-Pop
Polimerize Edilmis Single Bond/ Kontrol 0,002
Polimerize edilmis Adper Prompt-1.-Pop / 0,003
Kontrol

sonucunda; polimerize edilmemis Single Bond
materyali uygulanan grup ile polimerize
edilmemis Adper Prompt-L-Pop materayali
uygulanan grup, polimerize edilmis Single
Bond materyali uygulanan grup ve polimerize
edilmis Adper Prompt-L-Pop materyali olarak
anlamli farkliliklar oldugu saptanmis ve daha
ayrintili degerlendirme yapabilmek igin ikili
karsilastirmalar yapilmistir (Tablo 2).
Bonferonni diizeltmeli Mann Whitmey
U testi kullanilarak yapilan ikili karsilagtirmalar
uygulanan gruplar karsilastirildiginda
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (Tablo 5). Polimerize edilmemis
Adper Prompt-L-Pop uygulanan grup ile
polimerize edilmis Adper Prompt-L-Pop
materyali uygulanan gruplar karsilastirildiginda
aralarinda istatiksel olarak anlaml bir fark

saptanirken; ancak aym grubun polimeriz

edilmis Single Bond materyali uygulanan grup

ile karsilastirilmasi  sonucunda aralarinda
anlamli fark saptanmustir (Tablo 5).

Polimerize edilmis Single Bond
materyali uygulanan grup ile polimerize edilmis
Adper Prompt-L-Pop materayali uygulanan
gruba ait degerler karsilastirildiginda ise
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (Tablo 5).

Kontrol grup “0” deger olarak kabul
edildigi ve tiim gruplar ile anlamli sonug
verecegi i¢in istatiksel analiz yapilmamistir.

TARTISMA

Dig hekimliginde kullanilan
materyallerin sitotoksisitelerini belirlemek i¢in
yapilan histopatolojik calismalarda, insan veya
hayvan dislerinde hazirlanan kaviteler igerisine
arastirilacak madde yerlestirilmekte ve daha
sonra  bu disler  histolojik olarak
incelenmektedir.

Yontemin  tekrarlanabilmesinin  zor
olmasi,  sonuglarin  net  bir  sekilde
degerlendirilememesi, kavite derinligi ve
uygulama yonteminin standardize edilememesi
ve glniimiizde etik kurallara uymamasi gibi
dezavantajlari oldugu bildirilmektedir (19-21).
Bu yonteme alternatif olarak, tekrarlanabilir ve
sonuglari net olarak elde edilebilen hiicre
kiiltiiri ¢alismalar1 gosterilmektedir. Hiicre
kiiltiirii calismalarinda arastirilmasi planlanacak
materyalin hiicreler ile dogrudan veya salinim
yaparak temas etmesi saglanmaktadir. Daha
sonra c¢esitli boyama yoOntemleri ile hiicre
canliliklar1 saptanmaktadir (16, 22-24).

Costa ve arkadaslar (25), direkt pulpa
kuafajinda kalsiyum hidroksit ve self-etching

sistemler grubu iginde yer alan Clearfil Liner
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Tablo 4. Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi icin hazirlanan polimerize edilmemis Single Bond ve Adper
Prompt-I-Pop grubununa ait 6rneklerin iist sivilarinin HPLC 'de incelenmesi sonucunda elde edilen degerler
| Single Bond Adper Prompt-L-Pop
HPLC -BrdU Polimerize Polimerize Polimerize Polimerize Kontrol
edilmememis edilmis edilnemis edilmemis
(mg/ml) (mg/ml)
Ornek 1 0,170 0,0447 0,078 0,034 0
Ornek 2 0,275 0,0445 0,093 0,028 0
Ornek 3 0,354 0,0330 0,100 0,026 0
Ornek 4 0,157 0,0480 0,050 0,027 0
Ornek 5 0,159 0,0519 0,045 0,028 0
Ornek 6 0,217 0,0810 0,049 4616 0
Ornek 7 0,316 0,0514 0,046 0,020 0
Ortalama 0,235 0,0658 0,065 0.050 0

Bond 2 materyallerinin pulpaya etkisini
arastirdiklari ¢alismalarinda ortodontik amag ile
cekilmesi planlanmis otuz ii¢ disin pulpasinin
bilingli bir sekilde agilmasindan sonra, bu
materyalleri pulpa {izerine uygulanmislar ve
aragtirma sonucunda, kalsiyum hidroksitin
aciga c¢ikmis pulpa dokusu iizerinde giivenle
kullanilabilecegini, ancak CLB materyalinin;
pulpa yenilenmesi ve dentin kopriisii
olusumunu engelleyen monomer salinimi
nedeniyle direkt pulpa kuafaji tedavisinde
kullanilmasinin iyi sonuglar vermeyecegini
bildirmislerdir.

Cehreli ve arkadaslar1(19), direkt pulpa
kuafajinda kullanilan Prime& Bond 2.1, Syntac
Single Component ve Scothcbond
Multipurpose Plus materyallerinin  pulpa
dokusu iizerindeki etkilerini histopatolojik
acidan inceledikleri ¢aligmalarinda, on bir siit
az1 disinin pulpa dokusunu agiga g¢ikardiktan
hemen sonra materyalleri uygulamislar ve
disleri  ¢ekmisglerdir.  Histolojik  kesitleri
odontoblast sayisinda azalma, pulpa dokusunda
fibrotik

degisiklikler ~ ve  enflamatuar

infiltrasyon oldugunu saptamislardir. ltihapsal
reaksiyona neden olan faktoriin baglayict
ajanlardan saliman monomerler olabilecegi ve
bu ajanlarin siit dislerinde direkt pulpa kuafaji
tedavisinde kullanilmasinin dogru bir uygulama

olmadigini bildirmislerdir.

Tablo 5. Hiicre proliferasyonunun ( BrdU )
belirlenmesi icin hazirlanan orneklerin
iistsivilarinin HPLC'de incelenmesi ile elde edilen
sonuclarm Mann Whitney U testi ile ikili
karsilastirilmas1 (5 grup oldugundan Bonferroni
diizeltmesi p0,05/ 5- 0,01 olarak kabul edildi)

p
Polimerize edilmemis Single Bond / 0,002
Polimerize edilmemis Adper Prompt-L-
Pop
Polimerize silme Single Bond / 0,002
Polimerize edilmis Single Bond
Polimerize edilmemis Single Bond / 0,002
Polimerize edilmis Adper Prompt-L-Pop
Polimerize edilmemis Adper Prompt-L- 0,225
Pop / Polimerize edilmis Single Bond
Polimerize edilmemis Adper Prompt-L- 0,002
Pop /Polimerizeedilmis AdperPrompt-L-
Pop
Polimerize edilmis Single Bond / 0,003
Polimerize edilmis Adper Prompt -L-Pop

Ancak pulpada olusan degisikliklerin
nedeninin kullanilan materyallerin sitotoksik

etkileri mi, yoksa pulpanin patolojik

Medical Research Reports 2021;4(1):11-28

19



Kiziltan Eliacik B, Seymen F., iki tip baglayici ajanin monomer salimmlarinin pulpa fibroblast hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi.

immiinolojik cevabi mi1 oldugunu

belirleyememislerdir. Bu calismada,
materyallerin toksik etkilerininin in vitro olarak
saptanmasindan sonra, sitotoksisite orani
yiiksek ¢ikarsa in vivo calismanin gerekli
olmadig:r bilindiginden ve etik kurallarin
getirdigi kisitlamalardan, oOncelikle baglayici
ajanlarin in vitro sitotoksisitesi, insan pulpasi
fibroblast hiicreleri kullanilarak belirlenmistir.

Giliniimiizde dis hekimliginde
kullanilan ~ materyallerin  sitotoksisitelerini
belirlemek ig¢in yapilan hiicre  kiiltiirii
calismalari planlanirken, olusturulacak
diizenegin in vivo kosullari taklit etmesine 6zen
gosterilmektedir. Viicut veya agiz igine
yerlestirilecek olan materyal hiicreler ile ya
direkt ya da indirekt olarak iliski icindedir.
Laboratuvar  kosullarinda  direkt  iliski,
kullanilacak hiicreler iizerinde arastirilacak olan
materyalin dogrudan yerlestirilmesi ile; indirekt
iligki ise materyal ile hiicreler arasina
yerlestirilen  bariyerlerden (milipor filtre
(kadgidi, dentin bariyer agar) salinimi ile
gerceklestirilmektedir (22, 26). Hiicre kiiltiir
yontemlerinde sitotoksisite; hiicre sayma,
proliferasyon, enzim aktivasyonlari ve bazi
maddelerin sentezlenme oranlar1 arastirilarak
belirlenmektedir. Or; TCso degeri, hiicreleri
%50'sinin 6liimiine neden olan konsantrasyon
olarak tanimlanmakta ve toksisite igin bir

belirleyici olarak kullanilmaktadir (27).

Spangberg  (9), dis hekimliginde
kullanilan materyallerin gelisimi ile birlikte in
vitro caligsmalarin ozellikle de hiicre kiiltiirii
calismalarinin tercih edilme oraninin artigini,

ancak bu calismalar1 yapacak ve sonuglarini

degerlendirebilecek  kisilerin  bu  konuda
deneyimli  olmasi ve  hiicre  kiiltiirii
caligmalarinda diploit hiicrelerden, ozellikle
fibroblastlardan, daha da ozen gosterilmesi
gerekiyorsa insan pulpa fibroblastlarindan
yararlanilmasinin daha iyi sonuglar verecegini
bildirmektedir. Insan fibroblastlarnin daha az
pasajlanabildigi ve ¢alisirken daha fazla dikkat
gerektirdigi,  hiicre  kiiltiirlerinin,  doku
uyumlulugunu belirlemede kullanilan diger
yontemlerle karsilastirildiginda bazi avantajlart
oldugu  belirtmektedir. ~ Hiicre  kiiltiirii
yontemlerinde, arastirmaci deney kosullarini
kendi kontrol edebilmekte, in vivo yontemlerde
ise arastirmacinin kontrolii disinda gelisen
olaylar  (travma,  enfeksiyonlar, dogru
konulmamis tani) deneyin standardizasyonunu
bozmaktadir. Diger bir avantaj ise sonuglarin
objektif olmasidir. Hiicre kiiltiirii sonuglarmnin,
histopatoloji ~ c¢aligmalar1  sonuglart ile
karsilagtirilmasi  sonucunda daha objektif
bulgular elde edildigi bilinmektedir. Hiicre
kiiltiiri ¢aligmalar1 yapilarak herhangi bir
materyale karsi olusan doku cevab1  degil,
materyalin sitotoksisitesi belirlenmektedir. In
vitro arastirmalar sonucunda toksisitesi ¢ok
yiiksek ¢ikan bir materyalin in vivo etkisinin
arastirilmasina gerek olmadigi, ancak materyal
diisiik oranda sitotoksik etkili ise in Vivo
etkisinin de

aragtirilmasi gerektigi

disiiniilmektedir.  Bu  ¢alismada, hiicre

kiiltiiriiniin avantajlari g0z oniinde
bulundurularak ve restoratif materyallerin
dentine  tutunmasinm1  saglamak amaciyla
kullanilan baglayic1 ajanlarin  insan pulpa
fibroblastlari tizerindeki etkisinin in vivo etkiye

daha yakin sonuglar verecegi disiiniilerek,
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pulpa fibroblast hiicreleri primer kiiltiir seklinde
hazirlanmis ve tek tabakali hiicre kiiltiirii olarak
kullanilmstir.

Lepekhin ve arkadaglarinin (28), insan
yanak mukozasi, periodontal ligamani ve
derisinden elde edilen fibroblastlarin hareket
edebilme  yetenekleri ve  morfolojilerini
karsilastirmak amaciyla yaptiklari galismada;
yanak mukozasindan elde edilen fibroblastlarin
digerlerinden morfoloji ve hareket kapasitesi
farkliliklar

bildirmislerdir. Bu farkliliklarin  hiicresel

acisindan gosterdigini
aktivite hiz1 ve yasam siirelerine bagli oldugu,
hiicre disina salgilanan matriks igerisindeki
maddelerin farkli olmasindan degil, fibroblast
alt gruplar1 arasindaki fenotipik farkliliklardan
kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada,
fibroblast alt grubundaki hiicrelerin fenotipik
farkliliklart g6z Oniinde  bulundurularak,
baglayici ajanlarin uygulanacagi dokunun
icerisinde  bulunan  hiicreler  {izerindeki
sitotoksik etkilerinin belirlenmesinin en dogru
sonucu verecegi diisliniilerek insan pulpasindan
elde edilen fibroblast hiicrelerinin kullanilmasi
tercih edilmistir.

Tyas (24), dishekimliginde kullanilan
cinko fosfat materyalinin sitotoksik etkisini
belirlemek i¢in gelistirdigi yontemde; BHK-21
hiicreleri ile materyal arasina, dentin bariyeri ve
selliloz membran filtreleri yerlestirmis ve
lizozomal enzim aktivitesini belirlemek icin asit
fosfataz, mitokondriyal enzim aktivitesini
belirlemek icin ise suksinik dehidrogenaz
boyama yontemlerini kullanmistir. Dentin
bariyeri yerlestirilmis olan grupta ¢inko fosfatin

sitotoksik etkilerinin belirgin bir sekilde az

oldugunu saptanmistir. Bu ¢alismada, hiicreler

ve materyaller arasina dentin bariyeri
yerlestirilmemis, arastirilacak materyaller 6zel
olarak hazirlanmis cam tastyicilar icerisine

yerlestirilmistir ve hiicre proliferasyonu ise

BrdU boyama yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Materyallerin salinmast
sonucunda, pulpa  fibroblast  hiicreleri

tizerindeki etkisi incelenmis ve Tyas ve
arkadaglarinin  ¢aligmasinda  oldugu  gibi
materyaller  hiicreler iizerine  dogrudan
uygulanmamustir.

Schweikl ve arkadaglart (29), bir
kompozit, iki cam iyonomer dolgu materyali ve
bir ¢inko fosfat simanin L-929 hiicreleri ve
insan disetinden elde edilen fibroblastlar
iizerindeki sitotoksik etkilerini; mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesinin belirlendigi MTT
yontemi, subseliiler vezikiillerin vezikiil igi
kompozisyonlarinin belirlenmesini saglayan
notral kirmizi boyama yoOntemi, hiicre
kiiltiirliniin total protein igeriginin boyanmasi
saglanarak proliferasyon oranimi belirleyen
yontem olmak iizere ii¢ degisik yontemle
belirlemigler ve yontemlerin  sonuglarini
karsilastirmiglardir. MTT ve nétral kirmizi
boyama yontemlerinin iki hiicre tipinde de total
protein boyama yontemine oranla daha hassas
sonuglar verdigini ve kullanimlarinin daha
giivenilir  oldugunu bildirmislerdir. Bunun
yaninda MTT ydntemi ile cam iyonomer dolgu
materyallerinin  L-929 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi saptanabilirken, insan diseti
fibroblastlarinda saptanamadigi, nétral kirmizi
ile boyama yonteminin ise kompozit materyalin
L-929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin
saptanmasinda  daha  gilivenilir  oldugu

bulunmustur. Bu calismada hiicre
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proliferasyonlari BrdU boyama yontemi
kullanilarak belirlenmistir.
Polimerizasyonlart tam  anlamiyla
gerceklestirilemediginde  dentin
sistemlerden, HEMA (14, 30, 31) ve TEGDMA

(10, 14, 32) gibi monomerlerin salindigi

baglayici

bilinmektedir. Giliniimiizde bu sistemler derin
kavitelerde genis dentin yiizeyleri lizerine veya
direkt pulpa kuafajinda acilmig pulpa dokusu
tizerine yerlestirilmekte (17, 30, 31, 33) ve
yiiksek konsantrasyonlarda salinan HEMA ve
TEGDMA gibi monomerler pulpa dokulari
tizerinde sitotoksik etki gosterebilmektedir (31).
Baglayici ajanlarin doku uyumluluklar ile
salinan monomer miktar1 arasinda iligki oldugu
bildirilmekte ve hiicresel biiylime, hiicre 6liimii,
mitokondriyal aktivite ve protein sentezi
yetenegi {iizerindeki etkileri arastirilmaktadir
(30, 34).

Sitotoksisite caligmalarinda bu
nedenlerle monomer salinim miktarlarinin da
belirlenmesi gerektigi ve yapilan ¢aligmalarin
salinimlart belirleyecek yontemlerle
desteklenmesi gerektigi belirtilmektedir.(16,
35, 36)

Kaga ve arkadaglart (16), cam
tastyicilar igerisine yerlestirdikleri baglayici
ajanlarin bir grubunu polimerize etmisler, bir
grubunu da polimerize etmemisler ve her iki
ajan i¢in iki ayr1 grup olusturmuslardir. Biitiin
gruplart ve kontrol grubunu 24 saat inkiibe
etmisler ve bu siire sonunda sodyum dodesil
stlfat- poliakrilamid jel elektroforez ve trozin
fosforilasyon yontemleri ile hiicrelerin protein
icerigini buna bagli olarak proliferasyon

yeteneklerini belirlemisler ve her grubun

monomer salmimmlarimmi  HPLC  kullanarak

saptamiglardir. Bu ¢alismada ise bir cam
ustasina 5 mm. yiiksekligi ve 8 mm. ¢ap1 olan
ufak bir silindire sag ve solda olmak iizere tek
parca olarak baglanmis Smm’lik kollar1 bulunan
35 cam tasiyici 6zel olarak hazirlatilmis ve petri
kutusunun kapagina sivi parafin yardimiyla
tutturulmustur ve proliferasyon yetenekleri
BrdU boyama yontemi ile saptanmis, st
sivilarda monomer salmimini belirlemek igin
ise HPLC cihazindan yararlamilmistir. Kaga ve
arkadaslarinin ¢alismalarinin sonucuna benzer
olarak bu c¢aligmada da polimerize edilen
grubun, proliferasyon oranlarinin
edilmeyenlere oranla belirgin bir sekilde yiiksek
ve kontrol grubuna yakin oldugu; monomer
salinmmi  arttitkga bu oranlarin  diistiigii
belirlenmistir.

Chang ve arkadaslari, findiginin
icerisinde bulunan arecolinin periodontal
dokular tizerindeki sitotoksisitesini belirlemek
icin yaptiklar1 c¢aligmalarinda; insan diseti
fibroblastlarini kullanmislardir. Arecolinnin 50
ug/ml {izerindeki dozlarda diseti fibroblastlari
icin sitotoksik etkili oldugunu, mitokondiriyal
aktiviteleri  engelledigini ve  fibroblast
fonksiyonlarin1  zayiflattigin1  bildirmislerdir.
Yaptiklart  ¢alismada, vitalite  oranlarim
belirlemek i¢in canli kalmis olan hiicrelerin
DNA'larina baglanan H33258 floresans boyayi,
mitokondiyal aktiviteyi belirlemek i¢in alamar
mavi boya yontemini ve sitotoksik etkiye neden
olan maddelerin salinim oranlarini belirlemek
i¢in ise HPLC cihazim kullanmuglardir (37). Bu
caligmada, proliferasyonun belirlenmesi i¢in S
fazindaki hiicreler BrdU boyama yontemi ile

belirlenmis ve sitotoksisiteye neden olan
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maddelerin salinim1 ise HPLC cihaz1 kullanarak
saptanmisgtir.

Tang ve arkadaslari, insan agiz
mukozast fibroblastlar1 {izerinde bir fissiir
oOrtlicii materyali, bir dolgu materyali, bir
ortodontik braket yapistiricis1 ve bir baglayict
ajanin direkt ve indirekt olarak hiicreler {izerine
yerlestirilmesi ile olusan sitotoksik etkilerini
belirlemek icin iki ayr1 yontemi kullanmis ve
sonuglart  karsilastirmiglardir. Yaptiklari
calismada, hiicresel metabolik aktiviteyi
belirlemek igin MTT, hiicresel sentetik
EH|timidin

aktiviteyi  belirlemek  igin

yontemlerini  kullanmiglardir.  Arastirilan
(baglayict ajanin (Stochbond Multi Purpose
Plus) agiz mukozasi fibroblastlar hiicreleri
iizerine direkt olarak yerlestirilmesinden sonra
MTT ile yapilan inceleme sonucunda hiicre
canliliginin %20"n altinda; indirekt
yerlestirildikten sonra incelendiginde ise
%A40'min altinda oldugu belirlenmis, ayni

kosullarda PHJ timidin yontemi kullanilarak bu

degerler %10'nun altinda  bulunmustur.
Arastiricilar, PHJ  timidin  yOnteminin
materyallerin  igerisindeki ~ monomerlerin

sitotoksisitelerini belirlemede, MTT ydntemine
gore hassas oldugu sonucuna varmiglardir. Bu
calismada da Tang ve arkadaglarinin yaptigi
aragtirmanin indirekt uygulama yontemine
benzer olarak baglayici ajanlar 6zel olarak
hazirlanmig cam tagtyicilar igerisine
yerlestirilmis ve DNA sentez aktivitesi PHJ
timidin yontemine alternatif olarak gosterilen
BrdU  boyama

yontemi kullanilarak

belirlenmistir. Calisma sonucunda
proliferasyon aktivitesinin; polimerize edilmis

Single Bond ve polimerize edilmemis Single

Bond gruplarinda sirasiyla 9015 ve 907/nin
altinda ; polimerize edilmis Prompt-L-Pop ve
polimerize edilmemis Prompt-L-Pop
gruplarinda sirasiyla %20'nin ve %69'un altinda
oldugu bulunmustur.

Imazato ve arkadaslari, kendinden
asitlemeli primer olan Clearfil Liner Bond ve
icerisine antibakteriyal etkisi oldugu diistiniilen
metakrilooksisodesilpiridinium bromid
(MDPB) 961 oraninda eklenerek hazirlanmis
bir baglayici ajanin insan pulpa fibroblastlar
tizerindeki sitotoksik etkilerini inceleledikleri
arastirmalarinda, 48 saat inkiibiisyon sonrasinda
aktif hiicre yiizdelerinin belirlenmesi i¢in PHJ
timidin boyama yontemini kullanmiglar ve
monomer salinimlarmin belirlenmesi igin ise
HPLC cihazindan yararlanmislardir. Calisma
sonucunda iireme aktivitesi gdsteren hiicrelerin
Clearfil Liner Bond grubunda % 64.7, Clearfil
Liner Bond materyaline 901 MDPB eklenerek
0zel olarak hazirlanmis baglayici ajan grubunda
ise % 67.2 oldugu; monomer salimimin ise
Clearfil Liner Bond grubu i¢in 1.52 mg/ml; 6zel
olarak hazirlanmis baglayici ajan grubu i¢in ise
1.22 mg/ml oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada ise kendinden asitlemeli sistemler
icerisinde yer alan Adper Prompt- L-Pop
materyali polimerize edilerek uygulandiginda
proliferasyon oraninin ise %17,5 oldugu ve bu
grupta monomer salimiminin ise,
proliferasyonun belirlenmesi i¢in kullanilan
orneklerde ise  0.050 mg/ml  oldugu
saptanmuistir.

Kehe ve
merkiilid klorid, metil merkiilid klorid, HEMA
ve TEGDMA gibi materyallerin A549 (insan

bronkoalveolar karsinomundan elde edilir) ve

arkadaglar1  tarafindan,
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L2 ( sigan bronkoalveolarindan elde edilir)
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin
arastirilmas1 amaciyla yapilan bir calismada
TEGDMA'nin HEMA'ya oranla iki hiicre tipi
iizerinde de daha fazla sitotoksik etkili oldugu
bildirilmektedir. HEMA'nin
agirhigmin  TEGDMA'dan daha az olmast

molekiiler

nedeniyle dentine hizli bir sekilde penetre
oldugu  belirtilmekte ve HEMA ile
karsilastirildiginda TEGDMA'nin  sitoksik
etkisinin yiiksek olmasimin nedeni; hiicre
membraninin iki tabakali yag (lipid) katmani ile
etkilesime girmesi veya in vitro kosullarda yag
peroksidasyonuna neden olmasi  olarak
aciklanmaktadir. Ayni galigmanin sonucunda,
amalgam dolgu maddelerinin kompozit dolgu
materyallerine oranla 200 kat daha fazla
sitotoksik etkili oldugu belirtilmektedir (23). Bu
calismada, incelenen Single Bond ve Adper
Prompt-L1-Pop piyasa isimli  baglayici
ajanlarindan salinan HEMA'nin sitotoksik etkili
oldugu belirlenmistir. Iceriginde TEGDMA
oldugu disiiniilmesine ragmen, HPLC'de bu
monomere rastlanilmamasi, belirtilen
dezavantajlar1 nedeniyle igerige katilmadigini
veya eser miktarda katildigim
diisiindiirmektedir.

Kawahara ve arkadaslari, dort tane
gegici restorasyon materyalinin ( Dura Seal, Fit
Seal, Plast Seal Ouick, Poly Seal ) igerisindeki
kimyasal maddeleri ve oranlarini saptamak i¢in
gaz kromotografi (GSCM) ve yiiksek basingli
stvi - kromatografi  (HPLC)  kullandiklar
caligmalarinda, materyallerin uygulanmasindan
sonraki ii¢ glin boyunca monomer salinimin
artig1 ve daha sonra sabit kaldig1 bildirilmekte,

iiciincli glin sonunda Fit Seal materyalinde

HEMA salmimmin 40 ug/mg ve Poly Seal
materyalinde ise 20 pg/mg oldugunu ve bu
oranlarin yaklasik % 50'sinin ilk {i¢ saat icinde
belirtilmektedir  (35). Bu

calismada, iki tip baglayici ajanin icerisindeki

gerceklestigi

monomerler ve salinim miktarlarint incelemek
icin HPLC cihazindan yararlanilmis ve
baglayici ajanlar igerisinde sadece HEMA'ya
rastlanmistir. HEMA salmim oranlart mg/ml
olarak  belirlenmis ve  Kawahara ve
arkadaslarinin yaptiklar ¢aligmadaki degerlere
yakin degerler bulunmustur.

Inoue ve arkadaslari, Bis- GMA
materyalinin salinim oranlarini belirlemek igin
yaptiklart  ¢aligmalarinda, HPLC cihazim
kullanmiglar ve ¢alismada arastirdiklart biitiin
materyaller icerisinde Bis-GMA bulundugunu
bildirmislerdir. Calismada ayrica
materyallerden monomer saliniminin, on
iiclincli giliniin sonunda, polimerize edildigi
anda saptanan miktarin onda biri oldugu
belirlenmistir (11). Bu ¢alismada, giiniimiizde
kullanilan baglayici ajanlarda yiiksek oranlarda
Bis- GMA kullanilmasindan  kaginildigi
bilinmesine karsin yine de materyallerin
icerisinde (Bis-GMA bulunup bulunmadigi
aragtirllmis ancak salmim saptanamamistir.
Ayrica loune ve arkadaslar1 arastirmalarinda
0.5m x 7.9mm celik kolon kullanmigken, bu
calismada, 150 x 7.8mm C kolon kullanilmasi
tercih edilmistir.

Palmer ve arkadaslarinin, dort farkli
cam iyonomer dolgu maddesinden salinan
HEMA miktarin1 HPLC kullanarak saptadiklar
calisma sonucunda, arastirilan materyallerin
timiinden HEMA salimmmi oldugu, ancak

iiretici firmanin Onerisine gore polimerizasyon
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yapildiginda materyallerden salinan HEMA
miktarimin  azaldigr bildirilmistir  (36). Bu
calismada, Palmer ve arkadaglarinin yaptiklari
calismaya benzer olarak HPLC cihaz
kullanarak  belirlenen =~ HEMA  salinim
miktarmin  polimerize edilmis gruplarda
belirgin bir sekilde diisiik oldugu bulunmustur.

Hiicrelerin vitalitelerinin belirlenmesi
yaninda, mitotik aktivitelerinin de belirlenmesi
gerektigi, her canli hiicrenin ¢ogalma yetenegi
gostermeyecegi bildirilmektedir. Bu nedenle
yapilan caligmalarda hiicrelerin proliferasyon
yeteneklerinin belirlenmesi ile daha dogru
sonuglar elde edilecegi diistiniilmektedir (21,
38, 39). Maglorie ve arkadaslari, ¢iirik doku
temizlendikten sonra, tamir dentini olusumunu,
odontoblast hiicrelerinin proliferasyon
yeteneklerini (21), Liu ve arkadaslari, MEPE
(Dentinoin veya AC-100)nin insan disi pulpasi
kok hiicrelerinin proliferasyonu {izerindeki
etkilerini (40), Melin ve arkadaslari ise pulpada
meydana gelen doku hasarlarinin iyilesmesini
saglayan TGFRI'in  pulpa hiicrelerinin
proliferasyonu tizerindeki etkilerini incelemek
(39)i¢in BrdU yontemini kullanmiglardir. Bu
calismada, mitojenik  aktivite  gosteren
hiicrelerin  belirlenebilmesi i¢in ise BrdU
yontemi kullanilmugtir,

Casasco ve arkadaslari, vazoaktif bir
ajan olan endotelinin (ET) insan disi
pulpasindan elde edilmis fibroblastlarin DNA
sentezi tizerindeki etkilerini flow- sitometre ve
BrdU boyama yoéntemi ile inceledikleri
arastirmalarinda, BrdU yontemiyle belirlenen S
faz1 gegirmekte olan hiicre sayisimin endotelin
uygulanmis hiicrelerde kontrol grubu ile

karsilastirildiginda belirgin bir sekilde fazla

oldugu, ET 'nin dis gelisiminde, pulpa
enflamasyonlar1 ve iyilesme siirecinde goérev
aldigt ve insan pulpa hiicreleri {iizerinde
mitojenik etkili oldugu sonucuna varilmistir
(38).

Bu ¢alismada, S fazi gegirmekte olan hiicrelerin
oranlart da BrdU yontemi kullanilarak
belirlenmis, ancak Casasco ve arkadaglarinin
caligmasina ters olarak bu calismada S fazi
gecirmekte olan hiicrelerin sayilarinin azalip
azalmadigi belirlenmeye ¢aligilmistir.

Sonu¢ olarak, incelenen biri tek sise
sistemler, digeri  kendinden  asitlemeli
sistemlere (self- etching) dahil olan baglayict
ajanlarin her ikisinin de polimerizasyonu iyi bir

sekilde

fibroblastlar iizerinde sitotoksik etkili oldugu

yapilmadiginda insan pulpa

bulunmus, polimerizasyon saglandiginda ise
sitotoksik etkinin belirgin bir sekilde dustiigii ve
baglayici ajanlar kendi aralarinda
karsilastirildiginda Single Bond materyalinin
Adper Prompt-L-Pop materyalinden daha fazla
sitotoksik oldugu saptanmistir. Single Bond ve
Adper Prompt-L-Pop materyalleri
uygulanirken, igerisinde bulunan monomerlerin
polimerlere doniisiimiiniin saglanabilmesi igin
polimerizasyon sirasinda iretici firmalarin
onerilerine dikkat edilmesi gerektigi, bu sartlar
saglandiginda  her iki materyalin de
kullanilabilecegi, ancak ozellikle pulpa
dokusunda iyilesmeyi saglayan enzim ve
faktorler tizerindeki etkilerinin ayrintili bir
sekilde incelenmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

Igerisinde asidik monomerler bulundurdugu
icin pulpa dokusu {zerinde dejeneratif
degisiklikler yaratacagina inanilan, Adper

Prompt-L-Pop materyalinin  Single Bond
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materyali ile Kkarsilastinlldiginda, daha az
sitotoksik etki gdstermesi ve pulpa dokusunda
daha az dejeneratif degisiklige neden olmasi,
geleneksel baglayici ajanlara alternatif olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Asit

uygulamasmin  ortadan kalkmasiyla tek
basamakta uygulanabilir olmasit uygulama
stiresinin kisalmasina neden olacagi i¢in ve

sitotoksik etkisinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle

¢ocuklarda kullamimmin avantaj olacagi
diistintilmektedir. Adper Prompt-L-Pop
materyali tek kullanomhik bir aplikator

oldugundan, bir kerede birden fazla disin

yapilmasinin malzeme savurganligini

onleyecegi bilinmelidir.

Finansman ilinti beyani: Yazarlar, bu makalenin arastirilmasi ve/veya yazarlig1 i¢in herhangi bir
finansal destek almamustir.

Cikar catismasi beyami: Yazarlar, bu makalenin yayinlanmasinda herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan eder.
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