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OzET

Amag: Bu calismada iki farkh restoratif rezin
materyalin (Clearfil Majesty® ve Grandio Flow®) insan
fibroblast hiicreleri lizerinde zamanla meydana
getirdikleri  sitotoksik  etkilerin ~ MTT  [3-(4,5
DimetilTiazol-2)-2,5 DifenilTetrazolyum Bromit] testi ile
dederlendirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada insan amniyon
hiicresinden alinan fibroblastlar kullanilmistir. Ornekler
8 mm capinda 2 mm yiksekliginde hazirlanmistir ve
platelere aktarilan hiicrelerle dogrudan temas edecek
sekilde eklenmistir. Kontrol grubuna ise herhangi bir
materyal yerlestiriimemistir. MTT testi ile 24 saat, 72
saat ve 7 glin sonunda goézlerdeki hiicrelerin canliligina
bakilmistir.

Bulgular: MTT testi sonuglarina goére kullanilan
materyallerin 24 saat, 72 saat ve 7 glin sonunda hiicre
canliigini istatistiksel olarak anlamh olglide azalttigi
tespit edilmistir. MTT dederlerine gore 24 saat, 72 saat
ve 7 gin sonunda her iki materyal de toksik
bulunmustur.

Sonug: Rezin esasli materyallerin doldurucu igerigi ve
orani, sitotoksik etkileri agisindan &nemli oldugundan
materyal seciminde dikkate alinmalidir.
Anahtar Kelimeler: Hicre Kiltir,
Monomerler, Sitotoksisite

MTT, Rezin

ABSTRACT

Objective: The objective of this in vitro study was to
evaluate the cytotoxic effects of two different resin
based restorative meterials (Clearfil Majesty® ve
Grandio Flow®) on human fibroblast cells via MTT [3-
(4,5Dimethylthiazol-2)-2,5 Diphenyltetrazolium
bromide] test.

Material and Methods: Fibroblast cells derived from
human amniotic fluid were used in this study. The
samples prepared in 2 mm height and 8 mm diameter
were placed into each of the wells in direct contact
with the cell culture. None of the test materials was
placed into the control group wells. The vitality rate of
the cells was evaluated at the end of 24 hours, 72
hours and 7 days by means of MTT test results.
Results: According to MTT findings, at the end of 24
hours, 72 hours and 7 days the decrease caused by
the used materials in the number of the cells was
ststistically significant. Both materials used found to
be cytotoxic after 24 hours, 72 hours and 7 days.
Conclusion: As the ingredients and filler rates of
resin containing materials are important for cytotoxic
effects, these specialities should be considered for
material selection.

Key Words: Cell Culture, Cytotoxicity, MTT, Resin
Monomers,

INTRODUCTION

Restoratif materyaller dis dokusuna uygulandi-
dginda, pulpanin canliidini devam ettirebilmesi icin
uygulanan materyalin toksik olmamasi ve bakteri
penetrasyonunu engelleyecek sekilde dis dokusuna
uzun siireli hermetik bir baglanma saglamasi

gerekmektedir.'> Adeziv dis hekimligi, restorasyon-
larda materyalin dise daha iyi baglanabilmesi nede-
niyle konservatif yaklasim sagladigi ve bu yontemde
kullanilan materyallerin dis rengine benzer renklerde
oldudu icin daha fazla tercih edilmektedir.* Bununla
birlikte rezin esasl restoratif materyallerin blyuk
Olglide toksik etkiye neden olan maddeleri saldiklarini
bildiren cok sayida calisma bulunmaktadir.>®

* Atatiirk Universitesi, Dis Hekimligi Fakaiiltesi, Pedodonti A.B.D
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Restoratif materyallerin pulpaya olan etkisinin
restorasyonun altindaki dentinin gegirgenlidi ile iligkili
oldugu ifade edilmistir.> 1° Restoratif materyaller, ani
veya uzun sirecte sitotoksik etki gostererek veya
hipersensitivite reaksiyonlarini uyararak pulpaya zarar
verebilirler. Polimerize olabilen organik matriks, doldu-
rucular, dolduruculari ve organik matriksi birlestiren
silan badlanti ajanlari, polimerizasyon reaksiyonlarini
baslatan ve modifiye eden molekiiller ve doldurucular
guglendiren seramik partikillerden olusan kompozitler
basta olmak lzere rezin icerikli restoratif materyallerin
bazi bilesenlerinin, polimerizasyon tamamlandiktan
sonra da sitotoksik etki gosterdigi ve pulpada uzun
stireli stimiilasyonla inflamatuar cevaba yol agabildigi
bildirilmistir. 1!

Rezin bazli bir restoratif materyalin biyouyum-
lulugunun saldigi organik maddelerin  miktari ve
yapisiyla iliskili oldugu'? ve zamanla, yetersiz polime-
rizasyon veya ¢oziinmelere badl olarak rezin matriks-

ten sallnan bu maddelerin sitotoksik sonuglar
olusturabilecegi belirtilmistir.** 13
Restoratif  materyallerin  biyouyumlulugunu

dederlendiren arastirmalarda gesitli test yontemleri
kullaniimakla birlikte yaygin olarak hayvan deneyleri ve
hiicre kiiltiir testleri kullanilmaktadir.}* ** Hiicre kiiltiir
test yontemleri daha iyi standardize edilebilir ve
tekrarlanabilir ~ 6zellikte olmakla birlikte hayvan
deneylerine kiyasla, uygulamasi kolay, daha az zaman
alan ve ekonomik testler olduklari igin hayvan
deneylerine tercih edilmektedirler.®

Calismamizin amaci, 1sikla sertlesen iki farkl
rezin restoratif materyalinin (Clearfil Majesty Esthetic®
ve Grandio Flow® insan fibroblast hiicreleri iizerinde
zamanla meydana getirdikleri sitotoksik etkileri,
in vitro olarak direk temas yontemiyle ve MTT testi ile
ortaya koymaktir.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinatorliigi (BAP) tarafindan
(2011/34) desteklenmis ve Atatiirk Universitesi Saglk
Bilimleri Etik Kurul Baskanhdi'nin (30.06.2011 tarih ve
2011.3.1/1 sayih) izni ve etik kurul onay ile Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
ve Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda
ylritilmastdr.

DEMIRCI, GURBUZ, SENGUL

Calismada iki farkli kompozit rezin materyalin
hiicre kiiltiiri izerine zamana badl sitotoksik etkileri
arastirimistir  (Tablo 1). Bu amag igin in vitro
sitotoksisite testlerinden direkt temas test yontemi ve
hiicre canlihidini belirleyen MTT testi kullaniimistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan materyaller, igerikleri ve Uretici
firmalar

Materyal Firma icerik
Bis-GMA, Hydrophobic aromatic
dimethacrylate

: Hydrophobic aliphatic methacrylate,
ﬂ:_aersf::ly Eﬂ:griy Silanated barium glass filler Pre-
] P polymerized organic filler dI-

Camphorquinone, Initiators,
Accelerators, Pigment

Grandio VOCO (poly)methylene dimethacrylate

Flow (HEDMA), Bis-GMA, TEGDMA, BHT
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Orneklerin Hazirlanmasi

Polimerize edilmemis test materyalleri, 0zel
olarak hazirlanmis olan teflon bir kalip (8 mm c¢apinda
ve 2 mm kalinliginda) igerisine yerlestirilmis ve oksijen
inhibisyonunu engelleyecek sekilde her iki ylizeyden de
seffaf bantlarla ve diizglin ylizeyli camlarla baskilan-
mistir. Uretici firmalarin énerilerine gére 450 nm dalga
boyunda gériilebilir mavi LED isik ile (Elipar™ S10
FreeLight 2 LED Curing Light, 3M ESPE), tek bir isik
kaynadiyla bir ylizeyden ve 2 mm mesafeden 40 s siire
ile polimerize edilmistir. Orneklerin yiizey alaninin
sollisyon hacmine orani, ISO standartlarinin 6nerdigi
0.5-6.0 cm?/ml araligina uygun bir bicimde yaklagik
3.17 cm?/ml olarak ayarlanmigtir. Isik kaynaginin isin
yogunlugu 1200 mW/cm?, 1sik ucunun baslangic capi
10 mm ve son capi 8 mm'‘dir. Hazirlanan materyaller
48 gozli platelerin altisar goziine vyerlestiriimeden
Once; otoklavda, 121°C'de, 1 atmosfer basingta ve 15
dakika basingl buhar ile sterilize edilmistir.

MTT Testi

Calismada, rutin genetik kontroller icin Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dal'na basvuran bireylerden, ebeveyn oluruyla elde
edilen amniyon sivisinin ihtiyaten bekletilen kisimlari,
on incelemelerde sonug alindiktan ve genetik olarak
bireyin normal oldugu belirlendikten sonra, atilacak
olan amniyon sivisindan hazirlanan insan fibroblast
hicreleri  kullanilmistir.  Céziinmis stok halindeki
hicreler 5 dk. siireyle 800 devirde santrifij
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(Herause,Germany) edilmistir.  Santriflij  sonrasi,
ylizeydeki siipernatan kisim atilarak pellet igerisindeki
hiicreler, iginde %10 fetal sidir serumu (FBS)
(Biochrom AG, Germany, SO113) ve %1 gentamisin
iceren Dulbecco Modified Eagle’s Medium- DMEM
(Hyclone, England, AQF24057) besi ortami ile 25 cm?2
hiicre kiltlri Uretme kabina (flask) alinmistir. Bir
hafta sonunda inverted mikroskop (Olympus CK 40,
Japan) ile  hicrelerin flask tabanini  kaplayip
kaplamadiklari ve saglikh  bir sekilde Ureyip
tremedikleri kontrol edilmistir. Hiicreler flask tabanini
tamamen kapladiklarinda kiltir kabindaki besi yeri
(medyum) aspire edilmistir. Divalent katyonlar
(Ca,++; Mg++) icermeyen fosfat tampon sollisyonu
(PBS) (pH=7.0) ile hiicrelerin yiizeyi yikanmistir. Kiltr
daha sonra tripsin / etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) (%0.05 9%0.02, Biochrom AG, Germany)
solisyonu ile yikanarak 37 °C ve %5 kismi CO,
basincindaki inklibatorde (NuAire, Inc. Plymouth,
U.S.A.) yaklasik olarak 5-10 dk inkiibe edilmistir. Bu
sire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenen hiicrelerin flask tabanindan ayrildiklan
gorilmagtir. Yizeyden ayrilan hicrelere %10 serum
iceren yeni medyum ilave edilmis ve hiicreler pipetajla
kanstinldiktan sonra 5 dk. slreyle santrifiij islemine
tutulmuglardir.  (800-1000 rpm) Sdpernatan kisim
atildiktan sonra pellet igerisindeki hicreler tekrar, 37
°C sicaklikta %10 serum ve %1 antibiyotiki DMEM
medyum ile homojenize edilmistir. Hiicre siispansiyonu
platelere pasajlanmistir.

Logaritmik Greme tarzinda olan, aktif ve yiizeyi
%90-95 oraninda kaplamis hicreler, pasajlama
isleminde oldugu gibi flask tabanindan ayrilmig ve taze
medyum ile hiicre siispansiyonu hazirlanmigtir. Well-
plate’lerin materyallerin yerlestirilecedi her bdlmesine
hazirlanan 200 ml hiicre siispansiyonu dadrtilmistir.
Ayni yontemle 3 adet well-plate hazirlanmistir. 5.
giinde Kkiltir ortamindaki DMEM medyum aspire
edilerek uzaklastirimig ve yerine taze medyum ilave
edildikten sonra tekrar 37°C'deki %5 CO,li
inklibatérde inkiibasyona birakilmistir. %5 CO,'li ve 37
°C de nemli 1sidaki 7 gunlik inkiibasyon siresi
sonunda hiicrelerin hazirlanan well-plate’deki tim
gbzlerin tabanini tamamen doldurup doldurmadidi
inverted mikroskop ile kontrol edilmistir. Deney
oncesinde hicrelerin gozleri tamamen doldurdugu ve
fibroblast hicrelerinin karakteristik igsi yapisi sk
mikroskobunda incelenmistir.
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Otoklavda (Lisa 300, W&H) sterilize edilen
ornekler; daha sonra, steril bir presel yardimiyla, steril
kabin igerisinde teker teker ve hiicrelerle dogrudan
temas edecek sekilde well-plate’lere tasinmistir.
Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir materyal
yerlestiriimemistir. 37 °C'deki %5 CO,'li inkiibatérde 24
saat, 72 saat ve 7 glinlik inklibasyon siresi sonunda
MTT testi ile toksisite testine gecilmistir. Materyallerin
sitotoksisitelerinin belirlenmesi igin, ‘direkt temas test
metodu’ uygulanarak, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltatrazilyum bromid iceren MTT maddesi ile (
Sigma Aldrich inc, St. Louis, USA) fibroblastlarda hiicre
canliik  oranlar degderlendirilmistir. Ornekler,
absorbans,  (optik  yodgunluk)  spektrofometrede
(MQuant, Bad Friedrichshall, Biotek) 550 nm dalga
boyunda 6lgllerek ortamdaki canl hiicre sayisi tespit
edilmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen degerler, ortalama ve
standart sapma olarak verilmistir. Verilerin analizi igin
SPSS 20.0 programi kullaniimistir. Tespit edilen MTT
dederlerinin gruplar arasi zamanla dedisimi igin
tekrarlayan olclimlerde varyans analizi, gruplar arasi
farklanin  analizi igin ise, Post-hoc LSD ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmigtir.  Biitiin  analizlerde
p<0.05 anlam dizeyi dikkate alinmistir.

BULGULAR

Insan fibroblast hiicrelerine dogrudan temas
yontemiyle uygulanan, gorilebilir mavi 1gikla
sertlesebilen iki farkli kompozit rezin materyalin ve
herhangi bir materyal uygulanmamig olan kontrol
grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 gin sonunda elde
edilen MTT testi sonuglari, grup ortalama degerleri ve
standart sapmalari Tablo 2'de verilmistir.

Clearfil Majesty ve Grandio Flow grubunda 24
saat sonraki degerlerde, kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliiginin 6nemli 6lglide azaldigi goriilmektedir. MTT
dederlerine gore 72 saat ve 7 giin sonra gruplarin
ikisinde de toksik etki tespit edilmistir (Sekil 1).

MTT testi sonuclarina gbre hicre canliligi
bakimindan 24 saat ve 7 giin sonundaki
dederlendirmelerde biitlin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkllik bulunmustur (p<0.05) (Tablo
2). 72 saat sonunda ise, her iki deney grubu da
kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda istatistiksel
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olarak anlamli farkliik gosterirken (p<0.001) kendi
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklik
sergilememiglerdir (p=0.053) (Tablo 2).

Tablo 2. Kullanilan 2 farkli kompozit rezin materyalin ve
kontrol grubunun 24 saat, 72 saat ve 7 giin sonundaki MTT
test dederlerinin ortalama ve standart sapma degerleri.

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

Kontrol 0.174+0.03° 0.267+0.067 0.227+0.08?
Clearfil 0.058+0.02° 0.085:0.04° 0.0040.0¢
Majesty

Grandlo 0.086+£0.01¢ 0.141:£0.03° 0.056:£0.04°
Flow

* Farkll harfler arasi MTT degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli farkhlik vardir

0300 —

0200 +
0150
0100 +
0050

0000

7 gun

s—rontrol  e=-—Clerfi] Majesty Grandio Flow

Sekil 1. MTT sonuglarina gore hiicre canlilik grafigi

TARTISMA

Bu galismanin amaci, iki farkll rezin esasl mater-
yalin sitotoksisitesini karsilastirmaktir. Dis hekimliginde
kullanilan restoratif materyallerin mekanik 6zellikleri ile
iliskili oldukca fazla literatlr bilgisi bulunurken bu
materyallerin biyolojik etkileri ile ilgili veriler gelisen
teknoloji ve teknikler sayesinde artmaya devam et-
mektedir. Bir restoratif materyal gelistirilirken, kimya-
sal ve mekanik dzelliklerin yaninda biyouyumlulugu da
gdz 6niinde bulundurulmalidir.’” In vivo olarak kullanil-
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mas! dlsltndlen materyallerin - dokular Gzerindeki
toksik etkilerinin ve olusabilecek istenmeyen doku
cevaplarinin  dederlendirilmesi amaciyla in vitro
biyouyumluluk testleri gelistirilmistir.t”- 18

Hicre kiltiir test yontemleri, hayvan deney-
lerine kiyasla uygulamasi daha kolay, daha az zaman
alan ve daha ekonomik testlerdir.’® Hiicre kiiltir
yontemlerinde yaygin olarak kullanilan MTT testinin
givenilirligi  yapilan calismalarda  belirtilmistir.}92
Fotakis ve Timbrell??, calismalarinda, nétral kirmizi ile
MTT testlerinin sonuglarinin daha hassas oldugunu
belirtmislerdir. Bu bilgiler isiinda calismamizda hiicre
kilttirG ve direkt temas yontemleri ile MTT testi tercih
edilmistir.

Restoratif dis hekimlidinde kullanilan, polime-
rize olabilen biitin materyaller igin yetersiz polimeri-
zasyon nedeniyle biyolojik reaksiyon olusturabilme
riski ifade edilmistir.”® Teorik olarak tam bir polimeri-
zasyon mumkun gibi gdriinse de metakrilat monomer-
lerinin, % 25-50 oraninda cift bag olusturmasi ve reak-
tive olmadan kalmalari, bu nedenle de dentinal tiibil-
lerden gegip, pulpaya ulasarak biyolojik reaksiyonlara
neden olabilmelerinin  s6z konusu olabilecegi
bildirilmistir.”>%> Akici kompozit materyaller ile yapilan
bir galismada, kullanilan akici kompozit rezin mater-
yallerin, mikrosizintryr tamamen elimine edemedigi bu
bulunmustur.?® Yiiksek polimerizasyon oranlarinin yani
sira mikrosizintinin  elimine edilmesi de pulpa
dokusunun korunmasi agisindan énemlidir.

Trichaiyapon ve ark.?” akici kompozit ve mine-
ral trioksit agregat (MTA) materyallerin insan perio-
dontal ligament hiicreleri (PDLC) Uzerine sitotoksik
etkilerini karsilastirdiklari galismalarinda, yeni hazirlan-
mis olan MTA ve fluorid salimi yapabilen akici kompo-
zit rezin materyalleri daha toksik, diger akici kompo-
zitleri en az toksik olarak bulmuslardir. Arastirmacilarin
sonuglarini destekler nitelikte galismamizda da, akici
kompozit rezin olan Grandio Flow daha az sitotoksik
etki gosteren materyal olmustur.

Galismamizda akici kompozit rezin materyali
(Grandia Flow), kompozit rezinden (Clearfil Majesty)
istatistiksel olarak anlaml olmasa da daha disik
sitotoksisite gostermistir. Bunun sebebinin, akici
kompozit rezinin doldurucu igeriginin diger materyale
gére daha az olmasi®® ve daha fazla polimerize olmasi
sonucunda arttk monomer miktarinin  azalmasi
olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Son zamanlarda yapilan in vitro bir calismada,
48 saat vyapay tikirlkte bekletilien materyallerin
hemen kullanilan materyallerden daha az sitotoksik
etki gdsterdigi bulunmustur.?® Bununla birlikte; Giil,*°
yapmis oldugdu tez calismasinda, polimerizasyondan bir
ay sonra bile kompozit materyallerden ortama
monomer gegisinin oldugunu bulmustur.

Sonug olarak, calismamizda kullandidimiz ma-
teryallerin zamanla neden olduklan toksisite etkilerini
dederlendiren ileri calismalara ihtiyag vardir. Klinik
kosullarda uygulanan rezin icerikli restorasyonlarin;
pulpa ile aralarinda dentin dokusunun bulunmasi ve
baglayici ajanlarin kullaniliyor olmasi, adiz ortaminda
isikk kaynaklari ile yapilan polimerizasyonun farkl
olmasi nedeniyle materyallerin sitotoksisitesi in vivo
kosullarda farklilik sergileyebilir.

Ozellikle derin dentin giriklerinin restoras-
yonlar gibi, kavite hazirlandiktan sonra kalan dentin
kalinhiginin az oldugu klinik kosullarda, rezin esasli
materyallerle basarili bir restorasyon vyapilsa bile,
materyallerden salinabilecek monomerlerin pulpaya
ulagabilecegi ve pulpa hiicrelerine sitotoksik etki
gosterebilecedi asikardir. Bu sebeple, rezin igerikli
materyallerin biyouyumlulugunun artirilmasina yénelik
ileri calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

SONUC

Dental kompozitlerin farkh sitotoksik
etkilerinden dolayi, restorasyon uygulamasindan énce,
uygun bir rezin esash materyal segiminde, dikkatli
olmak gereklidir. Polimerizasyon orani yiksek olan
akici materyallerde, polimerizasyon biziilmesi ve
termal genlesme katsay farkliliklarindan kaynaklanan
kenar sizintilari bu materyaller igin géz O6niinde
bulundurulmasi gereken 6zelliklerdir.

TESEKKUR

Yazarlar calismay, 2011/34 BAP proje
numaras! ile destekleyen Atatiirk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatoérligiine ve calismanin
laboratuar asamalarindaki her tirli desteklerinden
Otird, Sayin Doc. Dr. Abdulgani Tatar'a, Sayin Prof.
Dr. Ahmet Hacimiiftiioglu’na ve Sayin Dog. Dr. Hasan
Tirkez'e tesekkiir etmektedir.
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