Farkh Kompozit Materyallerinin Sitotoksisitelerinin
Iki Farkl Hiicre Kiiltiirii Test Yontemiyle

Degerlendiriimesi

Evaluation of The Cytotoxicity of Different Composite
Materials by Two Different Cell Culture Test
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Dental materyallerin toksisitesi gegmis yillardan beri
genel bir endiseye neden olmustur. Bu ¢alismanin ama-
a 3 farkl kompozit materyalinin sitotoksisitelerinin, 2
farkl hiicre kiltiri test yontemiyle degerlendirilmesidir.
Calismada MTT ve hicre tutunma testleri kullanilmistir.
Sonuglar, iki y&nli varyans andlizi teknigi ve Duncan
testiyle degerlendirilmis ve her iki grupta 2. giinde ma-
teryaller ve kontrol grubu arasinda &nemli bir farklilik
gdzlenmezken, 5. ve 7. giinde kompozit materyalleri-
nin sitotoksik etki gosterdigi ve materyaller arasindaki
farkhliklarin istatistik olarak dnemli oldugu bulunmustur.
Calismada MTT ve hiicre tutunma festinden elde edilen
sonuglarin da farklilik gc'jsterdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: kompozit rezinler, sitotoksisite,
hicre kiltiry testleri

Toxicity of dental materials has caused public concern
over the past years. The aim of this study was to evaluate
the cytotoxicity of the 3 different resin composites with 2
different cell culture test models. MTT and cell attachment
assay were used in the present study. Results were eva-
luated by two-way analysis of variance and Duncan’s
test and in each group, no significant difference was
found between the materials and control on the 2nd day
whereas on the 5th and 7th day, it was found that the
composite resin materials showed cytotoxic effect and
the differences between the materials were statistically
significant. In this study it was determined that the results
of each cell culture test ( MTT and Cell attachment test)
were different.
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Restoratif dis hekimliginde kullanilan kompozit rezin-
ler, estetik taleplerin n plana ¢ikmasi ve amalgam
restorasyonlardan salinan civanin yan etkilerinden
kaynaklanan kaygilarin artmasi nedeniyle ginimiizde
anterior ve posterior restorasyonlarda siklikla kullanil-
maya baslanmistir.’ Kompozit rezinler, dolgu materya-
li, yapistiricr ajan, direkt ve indirekt restoratif materyal
ve kor uygulamalarinda kullaniimaktadirlar.2 Kompozit
rezinler kayip dis dokusunu, konturunu, rengini ve fasi-
yal estetigi oldukga basarili olarak saglarlar. Kompozit
rezinler, organik polimer matrix, inorganik doldurucu
partikiil, birlestirici, baslatici ve hizlandirici ajan olmak
izere 4 ana bilesenden olusmaktadirlar.® Kompozit re-
zinlerin &zelliklerini, icerdikleri monomerlerin kimyasal
yapilari etkilemektedir. Bis-fenol A glisidil di metakrilat
(Bis-GMA) bir ¢ok kompozit rezinin ana momomeri
olarak kullaniimaktadir. Son yillarda daha iyi mekanik
ozellikler saglamalar agisindan  Gretan dimetakrilat
(UDMA) ve Bis-etilen glikol dimetakrilat rezin matrik-
se eklenmistir.4> Ayrica matrix igerisinde trietilen glikol
dimetakrilat (TEGDMA) gibi dilue edici ko-monomerler
bulunmaktadir.> Kompozit materyallerinden monomer-
lerin salindigi ve salinan bu maddelerin pulpa Gzerin-
de olumsuz etkilere neden oldugu vurgulanmaktadir.¢?
Yapilarinin zamanla bozulmasiyla ve tamamlanmamis
ya da yetersiz polimerizasyon nedeniyle, kompozit re-
zin materyallerinden agiz orfamina sizan iceriklerin si-
totoksik oldugu bir cok calismada belirtilmistir.¢1013

Herhangi bir restoratif materyalin iretilmesinde, este-
tik dayaniklilik ve manuplasyon kolayliginin yani sira
materyallerin biyouyumlu olmasi da gerekliliklerden
biridir."* Klinik olarak kullanilan dental materyallerin
biyolojik ve toksikolojik zelliklerini degerlendirebilmek
dnemlidir.'s Insanlarda kullanilmadan énce dental ma-
teryallerin baslangig olarak in-vitro ¢alismalarinin ya-
pilmasi gereklidir. In-vitro ¢alismalar in-vivo ¢alisma-
larda cikabilecek problemlere karsi deney faktdrlerinin
kontrol altina alinmasindan dolayi avantaijlidir. In-vitro
metodlar; basittir, tekrarlanabilir, ucuzdur ve dental
materyallerin temel biyolojik &zelliklerini degerlendir-

mek icin uygundur.'¢ Bugiin biyomateryallerin sitotok-
sisitelerini belirleyen bir ok farkli in-vitro test modeli
vardir."”

Bu arashrmanin amaci 3 farkli kompozit materyalinin
sitotoksisitelerinin 2 farkli hiicre kiltiry test yontemiyle
karsilastirnlmasidir.

GEREC ve YONTEM

Hicrelerin hazirlanmasi

Calismada L929 fare fibroblast hiscre kiltiri kullanild.
Hicreler saklama ortamindan cikartildiktan sonra 37°C
deki su banyosunda ¢ézdirildi ve 5 dk 800 devirde
santrifije edildi. Yizeydeki sipernatan kisim ahlarak ,
hicreler icinde %10 fetal sigir serumu (FBS;Biochrom,
Berlin, Almanya) iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Ham’s F12(DMEM/F12) besi ortami ile T-25
hiicre Uretme kabina alindi. Hicreler haftada 3 kez
37°Cde, % 5 CO, li ve%100 nemli ortamda pasaijlandi
ve 3 seri pasaj yapildi. Logaritmik fazda Greyen adhe-
rent hiicreler % 0.025 tripsin (Sigma) ve % 0.02 EDTA
(Sigma) solusyonu ile yikandi ve ayirldi ve  37°C deki
inkibatérde 2-3 dk inkibasyona birakild:.

Orneklerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan materyaller tablo 1 de géril-
mektedir. Ornekler, 1ISO standartlarina (ISO 10993-
12:1996)'® gére, iretici firmalarin dnerileri dogrultu-
sunda, 6mm ¢apinda ve Tmm derinlikte olacak sekilde,
teflon kaliplar kullanilarak hazirlandi. Isikla sertlesen
kompozit rezin materyallerin sertlesmesinde standart
serlestirme cihazi kullanildi.(Optilux 401; Demetron,
Kerr, Danbury, USA). Her bir materyalden MTT testi
icin 36, hicre tutunmasi testi icin ise 9 adet 6rnek ha-
zirland.

MTT testi

Orneklerin yiizey alaninin besiyeri hacmine orani 1ISO
standartlarinda belirtildigi gibi 0.5 cm? dir. Tém &rnek-
ler 45 dk UV 1sini ile sterilizasyon islemi uygulandiktan
sonra 6 gozli hicre iretme kaplarina yerlestirildi ve

Table 1 Arastrmada kullanilan kompozit rezin materyalleri

Materyal Polimerizasyon sekli Uretici Firma Matrix
Quadrant Universal LC istkla polymerize Haarlem, Cavex Holland B.V. 'I%IIESG%m'
Filtek 250 isikla polymerize I:\),/\Nlll Iﬁesr:&d Products, St Paul, lBJIBI\S\;AN,\A,
! BIS-EMA
Alpha-Dent Kimyasal polymerize Rszfcﬂigsgm\,?l%%iletjgﬁ Hamlin BIS-GMA
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Uzerine besi ortami konularak % 5 CO, iceren 37°C
inkibatérde 2, 5, 7 gunlisk periodlarda inkiibe edildi.
Her bir inkilbasyon siresi sonunda salinim besi ortam-
lari steril kabin icerisinden steril doku kijltir santrifij
tplerine alindi.L 929 hiicre siispansiyonu 90000 hiic-
re/ mL' konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi
ve sonra 96 gozli hiicre iretme kaplarina 100pl/géz
(kuyucuk) olacak sekilde taksim edilerek % 5 CO, i
inkibatérde 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire so-
nunda kiiltir ortamindaki besi yeri aspre edilerek uzak-
lastirildi ve dnceden hazirlanmis salinim besi ortamlar
100pl/géz olarak taksim edilerek % 5 CO, igeren 37°C
inkilbatérde 24 saat inkibe edildi. MTT ([3-(4,5-dimet-
hylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bromide] den
final konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde MTT so-
lusyonu hazirlandi. 24 saat inkibasyona birakilan 96
g6zl hiicre Gretme kaplarindaki salinim besi ortamla-
r uzaklashrildi ve hiicre Gretme kaplarina 100pl/géz
olacak sekilde taze besi ortami ve 12.5 pl MTT solusyo-
nu konularak 37°C ‘de karanlik ortamda 4 saat inkilbe
edildi. inkilbasyon sonrasi MTT solusyonu igeren ortam
aspire edilerek uzaklastinldi. 96 gézli hiicre iretme
kaplarina izopropil alkol 100pl/géz olarak konulup
absorbans 570 nm de optik okuyucuda okunup ¢ikan
degerler kontrol goézleriyle karsilastrilarak degerlen-
dirme yapildi. Kontrol gézleri isleme sokulmamis hicre
kiltirlerinden olusturuldu. Deneyler 3 kez tekrarland.

Hicre tutunma testi

24 gozli kiltir kaplarinin yiizeyi 1.5 cm ¢apinda ha-
zirlanan parafin ile kaplanmis ve parafin yiizeye sa-
bitlendikten sonra UV ile yiizey sterilizasyonu yapild:.
1929 fare fibroblast hicreleri, %10 fetal sigir serumu
(FBS;Biochrom, Berlin, Almanya) iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/Ham'’s F12(DMEM/F12) igin-
de baslangig hiicre sayisi 90.000 hiicre/ mL"' olacak
sekilde hazirlandi. Ornekler 24 gézli hiicre iretme
kaplarin icine yerlestiridi.ve ml’de 90.000 hicre/ mL"
olacak sekilde 2ml hiicre siispansiyonu eklendi. Hiic-
reler 7 giin inkibasyona birakildi. 2, 5, 7. giinlerde
diskler ortamdan alinarak hicre tutunmalari incelendi.
Bunun icin disklerin Gzerine 1ml % 0.25 Tripsin-10pM
EDTA eklenerek hicrelerin yizeyden ayrilmalari sag-
landi.Yizeyden ayrilan hiicreler, tripan mavisi kullani-
larak canli hiicre sayimlari yapildi. Bu sekilde malzeme
yiizeyine tutunan hiicre sayisi belirlendi.

istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar iki yénli varyans analizi teknigiyle degerlen-
di. Varyans analiz teknigine iliskin hesaplamalardan
sonra ‘materyal-giin’ interaksiyonunun istatistik olarak
dnemli oldugu saptandi (p<0.01). Bundan dolayr ma-
teryallerin ortalamalari arasindaki farklarin istatistik

100

olarak &nemli olup olmadigi her giin igin ayri ayri ol-
mak izere Duncan testiyle degerlendirildi (p<0.05).

SONUCLAR

MTT testi

Calismada ilk olarak, 3 farkli kompozit materyalinin,
3 farkli zaman periyodunda hiicre canliligr iizerine et-
kileri, MTT test yontemiyle degerlendirilmistir. Sonuglar,
kompozit materyallerinin kontrol grubuna gére hiicre
sayisinda belirli oranlarda azalmalara neden oldugu-
nu gdstermektedir. Sekil 1 de kompozit materyallerin
hiicre canliligina etkileri yizde oranlariyla gésterilmek-
tedir.
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Sekil 1. Kompozit rezin materyallerinin 3 farkl za-
manda hiicre canliligr oranlar (%) (MTT).
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Sekil 2. Kompozit rezin materyallerine 3 farkl za-
manda tutunan hijcre sayisinin ortalama deger|eri.

Calismada 2. ginde Quadrant Universal LC mater-
yalinin hiicre canlihgini daha az etkiledigi ancak tim
kompozit materyallerinin ve kontrol grubu arasindaki
farkliliklarin istatistik olarak dnemli olmadigi saptan-
mistr (p>0.05). 5. giinde en az sitotoksik olan mater-
yal Quadrant Universal LC olarak bulunmustur. Bunu
sirasiyla Filtek Z250 ve Alpha-Dent kompozit materyali
takip etmektedir. 5. ginde materyaller arasi farklilikla-
rin istatistik olarak dnemli oldugu saptamistir (p<0.05).
7. ginde en sitotoksik materyalin Filtek Z250 oldugu ve
bunu sirastyla Quadrant Universal LC ve Alpha-Dent
kompozit materyalinin takip ettigi gérilmistir. Tom
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kompozit materyalleri ve kontrol grubu arasindaki
farkliliklarin da istatistik olarak énemli oldugu saptan-
mistir (p<0.05). Bu calismada Quadrant Universal LC
ve Filtek Z250 materyalleri 5. ve 7. ginde 2. giine
oranla daha fazla sitotoksisite gdsterirken Alpha-Dent
kimyasal kompozit materyali 7. giinde daha az sitotok-
sisite gdstermistir. Tum materyaller kiyaslandiginda 2.
ginle, 5 ve 7. ginler arasindaki farkliliklarin istatistik
olarak dnemli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Hicre tutunma testi

Galismada, 3 farkli kompozit materyalinin sititoksisite-
leri, 3 farkli zaman peryodunda Hiicre tutunma testiyle
degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde tim kom-
pozit materyallerine, kontrol grubuna gére ¢ok daha
az sayida hiicre tutundugu saptanmishr. Sekil 2 de
kompozit materyallerine 3 farkli zaman periyodunda
tutunan hiicre scy||cr|n|n ortalamalari gésteri|mekteo|ir.
2. giinde en fazla hiicre tutunmasi Filtek Z250 mater-
yalinde gérilirken en az tutunma Alpha-Dent kimya-
sal kompozit materyalinde olmustur. Ancak materyaller
arasindaki farkliliklarin istatistik olarak nemli olmadi-
g saptanmistir (p>0.05). 5. ve 7. ginlerde en fazla
tutunma Filtek Z250 materyalinde gérilmistir. Alpha-
Dent ve Quadrant Universal LC materyali arasindaki
farlliklar istatistik olarak dnemli bulunmazken, Alpha-
Dent ve Quadrant Universal LC materyalleriyle Filtiek
7250 materyali arasindaki farkhiliklarin istatistik olarak
dnemli oldugu saptanmishr (p<0.05). Tim kompozit
materyallerinde hiicre tutunmasi zamanla azalirken
Filtek Z250 materyalinde 5. arhs olmus ve bu artma
7. ginde azalmishr. Quadrant Universal LC ve Filtek
7250 materyalinde ginler arasindaki farkliliklar ista-
tistik olarak nemli bulunmustur. Alpha-Dent kompozit
materyalinde ise 2. ve 5. giin arasinda gérilen fark-
liliklar istatistik olarak dnemli bulunmazken (p>0.05),
7. ginle 2.ve 5. ginler arasindaki farkhiliklar istatistik
olarak nemli bulunmustur (p<0.05).

TARTISMA

Kompozit rezinlerin yapilarinda meydana gelen gelis-
melere, yapistirma islemlerindeki kolayliklara ve estetik
taleplerindeki arhsa bagl olarak, kompozit rezin ma-
teryallerinin klinik olarak kullanimlari son yillarda ol-
dukga artmistir.’® Restoratif dis hekimliginde yeni kom-
pozit rezin materyallerinin de artmasiyla, klinik olarak
uygun ve giivenilir sitotoksisite testlerinin gelistirilmesi
zorunluluk kazanmistir. 20

Bugiin biyomateryallerin sitotoksisitesini belirleyen bir
cok farkli in-vitro test modeli vardir. Hicre kiilturleri
bireysel faktdrlerden etkilenmemeleri, materyaller ara-
sinda parametrik karsilashrmalara olanak tanimalari,
tekrarlanabilme ozellikleri, calisma kosullarinin stan-

dardize edilebilmesinden dolayi tercih edilmektedir.?!22
Ancak hiicre kijltir testleri ile sadece materyallerin ilk
toksisite reaksiyonlar hakkinda bilgi edinilebilmekte,
materyallerin uzun sireli doku temasinda olusturacag
sitotoksisite diizeyleri konusunda bilgi elde edileme-
mektedir.22 Calismada, 3 farkli kompozit materyalinin
3 farkli zaman periyodunda L 929 fare fibroblastla-
rina etkileri MTT ve hiicre tutunma test ydntemleriyle
degerlendirilmistir.

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kul-
lanilan enzimatik test yéntemlerinden biri, MTT (tetra-
zolium salt 3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltet-
razolium bromide) testidir. Fibroblast hicrelerin kulla-
nildigi ve mitokondrial aktiviteyi gdsteren MTT y&ntemi,
biyouyumluluk testleri igerisinde, hizli sonug alinmasi
ve ok hassas olmasinin yani sira materyallerin ok di-
stk dizeydeki toksisitelerinin dahi degerlendirilmesine
olanak saglamasi nedeniyle en giivenilir testlerden biri
olarak kabul edilmektedir.2324

Schedle ve ark,? Taira ve ark? dental materyallerin si-
totoksisitelerinin belirlenmesinde hiicre hatlari igerisin-
de en duyarli ve giivenilir sekilde kullanilabilecek hiicre
kiltirG ortaminin L-929 fare fibroblastlar oldugunu
belirtmislerdir. ISO 10993-5 sitotoksisite testleri, in-vit-
ro yontemler standartlarina gére; in-vitro calismalarda
dental malzemelerin sitotoksik etkilerinin arastirlmasin-
da standart olarak L-929 ya da Balbe 373 fibroblast
kiltirlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.?” Calismada
kompozit materyallerinin L-929 fare fibroblastlarina
etkileri incelenmistir.

Calismada kompozit materyallerinin sitotoksisiteleri-
nin incelenmesinde MTT ve hiicre tutunma testi olmak
uzere iki farkli hiicre kiiltir test yontemi kullanilmistir.
Kullanilan hijcre tiri ve zaman periodlar standardize
edilmis olsa da, sonuclar degerlendirildiginde, iki yon-
tem arasida farkl sonuclarin elde edildigi gorilmistir.
Calismamiza benzer olarak, Cao ve ark'” kompozit
materyallerinin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde,
direkt, indirekt kontak testi ve ekstrat testi olmak iizere
3 farkli test yontemi kullanmislar ve arastrmacilar, di-
rekt ve indirekt kontak testlerinin sonuglarinin birbiriyle
uyum gosterdigini ancak diger testen elde edilen so-
nuglarin farkhliklar gésterdigini belirtmislerdir. Arastir-
macilar, uygun test metodunun dikkatlice segilmesinin
gerekliligini ve yine uygun hiicrelerin kullaniimasinin
dnemli oldugunu vurgulamislardir. Calismada uygula-
nan MTT festinin, materyallerin sitotoksisitelerinin be-
lirlenmesinde son yillarda kullanilan en giivenilir test
yéntemlerinden biri oldugu belirtilmistir.23.24

Bir ¢ok ¢alismada yapilan kompozit rezin restoras-
yonlardan ogiz ortamina cesitli iceriklerin salindig
belirtilmektedir.2?? Kompozit rezinlerden sizan bu
icerikler materyallerin biyouyumlulugunu etkileyebilir.
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Kompozit rezinlerin sitotoksik oldugu ve sitotoksik etki-
lerin baslica sebebinin de salinan monomerler oldugu
bir cok calismada belirtilmistir.6'-132%  Calismamizda
kullandigimiz kompozit materyallerinin hicre canlilig:
uzerindeki etkilerinin farkliliklar géstermesi, materyalle-
rin matrix yapilarinin farkli olmasindan kaynaklabilir.
Farkli test modelleri sitotoksisitesinin belirlenmesin-
de farkliliklara neden olabilir.'” Bunun yaninda hicre
modellerindeki fakliliklar, farkli hicre tirlerinin kulla-
nilmasi, parametrelerdeki ve kullanilan kompozit rezin
materyallerindeki yapisal farkliliklar sitotoksisite testle-
rinde degisik sonuclar alinmasina neden olabilir?3' ve
bu da farkli hiicre kiltirlerinden elde edilen sonuclarin
kiyaslanmasinda zorluklara neden olmaktadir.

Huang ve ark'¢ Tetric (Dentsply Ltd, Konstanz, Ger-
many) ve Superfil (Dentsply Ltd, Konstanz, Germany)
kompozit materyalinin insan pulpa hiicrelerine olan
sitotoksik etkilerini incelemisler ve kompozitlerden sa-
linan maddelerin sitotoksik oldugunu ve en fazla sito-
toksik etki g&steren materyalin Superfil kompozit rezin
materyali oldugunu vurgulamislardir. Arashrmacilar
rezin bazli restoratif materyallerin sitotoksisitelerinin
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test edilen iriine ve dzellikle igerisinden sizan kompo-
nentlere baglh olarak degisebildigini belirtmislerdir.
Nalgaci ve ark®? kompozit rezinlerin 2 giinlik inki-
basyondan sonra sitotoksik oldugunu ve 7 ginlik in-
kilbasyondan sonra sitotoksisitelerinin kayboldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda 2. giinde materyaller ve
kontrol grubu arasinda bir farklilik gézlenmezken Nal-
caci ve ark? dan farkli olarak 5. ve 7 giinde kompozit
materyallerinin sitotoksik etki gosterdigi ve materyaller
arasinda da farkliliklarin oldugu bulunmustur. Mater-
yaller arasi farkhiliklar Huang ve ark'¢ da belirttigi gibi
materyallerin kimyasal yapilarindaki farklardan kay-
naklanabilir.

Ug farkli kompozit materyalinin sitotoksisitelerinin, iki
farkli hiicre kiiltri test yontemiyle degerlendirildigi ¢a-
lismada her iki grupta 2. giinde materyaller arasinda
dnemli bir farklihk gézlenmezken 5. ve 7. giinde kom-
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