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iki farkli rezin modifiye cam iyonomer simanin bélgesel
toksisitesinin degerlendirilmesi

Amagc: Bu calismanin amaci iki farkli rezin modifiye cam
iyonomer simanin bolgesel toksisitesini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontemler: Fuiji Il LC Capsule (GC) ve Vitrebond (3M
ESPE) Ornekleri Ureticilerinin talimatlarina gére standart teflon
disklerde  hazirlandi.  Ornekler, 6rnek/soliisyon  hacmi
91,6mm?/ml olacak sekilde 24 saat kuiltir ortaminda bekletildi.
L929 huicreleri 96 kuyucuklu htcre kultir kaplarina alindi ve 24
saat 37C°de %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) kiiltir ortaminda
bekletildi. Elde edilen materyallerin seyreltimemis ekstrakti ve
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 oraninda seyreltilmis olan ekstraktlar
hucrelere uygulandi. Hiicre canliidi 24. saatin sonunda XTT (2,3-
Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum)  testi ile
belirlendi. Kontrol grubunun canliigi %100 olacak sekilde kabul
edildi ve tim gruplarin canlilik ylzdesi buna gére belirlendi
(n=27). istatistiksel degerlendirmeler icin one way ANOVA ve
post hoc Tukey's HSD testleri kullanildi. Her bir materyalin L929
hucrelerinin canliliklarina ve proliferasyonlarina nasil etki ettigi
gercek zamanh hilcre analizi yéntemi ile 15 dakikada bir
empedans 6lgimu alinarak izlendi. Elde edilen verilerin analizi
RTCA Software 2.0 programi ile gerceklestirildi, istatistiksel
olarak hiyerarsik kiimeleme analizi yapildi.

Bulgular: XTT deneyi sonucunda Fuiji Il LC’nin seyreltiimemis
konsantrasyonu, Vitrebond’un ise seyreltiimemis, 1/2 ve 1/4
oraninda seyreltimis konsantrasyonlarinin  L929 fibroblast
hicreleri Uizerine sitotoksik etkileri oldugu izlendi (p<0,05).
Gercek zamanl hicre analiz deneyi sonuclarina gére Fuiji Il LC
Capsule’in seyreltiimemis konsantrasyon grubunda,
Vitrebond’un ise seyreltimemis, 1/2, 1/4 ve 1/8 konsantrasyon
gruplarinda hicre canliiginin 144. saat sonunda tamamen
kayboldugu gorilmustur.

Sonug: Rezin modifiye cam iyonomer simanlarin biyolojik olarak
aktif icerikleri pulpa hacrelerinin metabolizmasini
degistirebilecek sitotoksik potansiyele sahip olabilir. Bu nedenle
ozellikle derin kavitelerde materyal secimine dikkat edilmelidir.

ANAHTAR KELIMELER

Biyouyumluluk, sitotoksisite, XTT testi, rezin modifiye cam
iyonomer simanlar

ABSTRACT

Evaluation of regional toxicity of two different resin modified
glass ionomer cement

Background: The aim of this study was to evaluate the regional
toxicity of two different resin modified glass ionomer cement.

Methods: Fuji Il LC Capsule (GC) and Vitrebond (3M ESPE)
material specimens were prepared according to manufacturers’
instructions with using standard teflon matrix (2x5mm). Samples
were kept in culture medium for 24 hours with a sample surface
area/solution volume ratio of 91.6 mm?/ ml. L929 cells were taken
into 96-well plates and incubated for 24 hours at 37°C in DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) culture medium with
containing 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. The
acquired material undiluted extract and 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32
of the diluted extracts were applied to the cells. In the control
group, only serum-containing culture medium was added to the
cells. Cell viability determined by XTT (2,3-Bis (2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl) -2H-tetrazolium) test at the end of 24 hours.
The viability of the control group was accepted to be 100% and
the viability of all other groups was determined accordingly.
ANOVA and post hoc Tukey's HSD tests were used for statistical
evaluations. The effect of each material on the viability and
proliferation of L929 cells was monitored by real-time cell
analysis method by taking impedance measurement every 15
minutes. The analysis of the obtained data was performed by
RTCA Software 2.0 program, thereafter statistically analyzed by
hierarchical clustering method.

Results: XTT test showed that undiluted concentration of Fuiji Il
LC and Vitrebond's undiluted, 1/2 and 1/4 diluted concentrations
had cytotoxic effects on L929 fibroblast cells (p <0.05). In real
time cell analysis Fuji Il LC Capsule’s undiluted concentration
group and Vitrebond's undiluted, 1/2, 1/4, 1/8 concentration
groups cell viability completely disappeared after 144 hours.

Conclusion: Biologically active ingredients of resin modified
glass ionomer cements may have cytotoxic potential that may
alter the metabolism of pulp cells. Therefore, especially in deep
cavities material selection should be careful.

KEYWORDS

Biocompatibility, cytotoxicity, XTT assay, resin modified
glass ionomer cements
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Bireylerin yasamlarn boyunca kargi karsiya kaldiklari,
dinya genelinde insanlarda en sik goérilen kronik
hastaliklardan biri de dis ¢lrigudar." Glrlyen dislerin
tedavisinde kullanilan pek cok materyal vardir. Bu
materyaller her ne kadar ilgili disin saghgini geri
kazanmasina yardimci olsa da vucut dokularinda
istenmeyen etkiler olusturabilme &zelliklerine sahiptir.
Genel olarak hekimligin temel ilkelerinden biri olarak
kabul edilen “Once zarar verme” ilkesi geregi herhangi
bir olguda kullaniimasi s6z konusu materyalin vicutta
istenmeyen bir etki olusturmamasi ya da en azindan
faydalarinin zararlarindan fazla olmasi gerekir.2

Biyouyumluluk, bir biyomateryalin tibbi tedaviye goére
istenen islevini yerine getirme yetenegini ifade eder. Bu
islevler; istenmeyen herhangi bir lokal veya sistemik
etkinin olusturuimamasi, faydall olan en uygun
hlcresel veya doku yanitinin Uretilmesi, tedavinin klinik
olarak performansinin optimize edilmesidir.® Dig
hekimliginde  kullanilan  restoratif = materyaller,
biyomateryaller sinifinda yer alr. Biyomateryallerin
korozyona ugramasi ve ¢6zinmesiyle ortama
bilesenleri salinabilir ve bu bilesenler insan vicudunda
toksik etki gdsterebilir. Dental materyallerden salinan
bilesenler cok dusuk dizeyde olmasindan ve bu
bilegenlerin LDs, (Ortalama 6ldurlict doz) degerlerinin
cok yuksek olmamasindan dolayl dental materyallerin
genel olarak sistemik akut toksik etki olusturmasi
beklenmez.* Bunun yaninda dental materyaller agiz
ortaminda uzun sure kullanimda kalirlar ve bilesenlerini
uzun bir dénem boyunca salabilirler. Bu bilesenlerin
kronik sistemik toksisite olusturma potansiyeli ile ilgili
tarismalar devam etmektedir. Amalgamdan salinan
civanin MS (multiple sclerosis)®, kompozitten salinan
BPA (Bisfenol A)'nin tiroit bozukluklar®, cam iyonomer
simanlardan salinan aliiminyumun Alzheimer hastalig
ile iliskili olabilece@i yoninde calismalar” oldugu gibi
bu salinan bilesenlerin herhangi kronik hastalikla bagi
olmadigina yoénelik calismalar®'® da vardir. Gelismis
varliklarda bdlgesel etkilegsimler, sistemik toksisiteden
farklilk gosterir, dental materyallerden salinan
maddeler boélgesel olarak pulpa, dis eti, alveol kemigi
ve oral mukoza ile etkilesime girebilmektedirler. Bu
etkilesimlerin ~ sonucunda hlcre metabolizmasi
degisiklik gdsterip enflamatuar mediatérler salabilir ya

da hdcrenin hasar almasi durumunda apoptoz
(kontrollU hicre  6lUmu) ya da nekroz
gerceklesebilmektedir. Tdim bu olasi olumsuz

etkilerinden dolayl insan vicudunda kullanilan tim
biyomateryallerde oldugu gibi restoratif materyallerin
de biyouyumlulugu oldukga énemlidir.'2

Teknigin ve teknolojinin sdrekli ilerlemesiyle amalgam
ve rezin kompozitlere alternatif olarak kullanilan birgok
restoratif materyal gelistirilmistir, rezin modifiye cam
iyonomer simanlar da bunlardan biridir. Calismamizda,
isikla sertlesen iki farkl rezin modifiye cam iyonomer
siman olan Fuiji Il LC Capsule (GC) ve Vitrebond’'un (3M
ESPE) bolgesel toksisitesi in vitro olarak tetrazolyum

indirgenme testi olan XTT testi ve gercek zamanli hiicre
analizi ydntemleri ile degerlendirilecektir. Bu gcalismadaki
sifir hipotezimiz sudur; rezin modifiye cam iyonomer
simanlarin L929 hcrelerinin canliliklarn Uzerine etkileri
yoktur.

GEREGC VE YONTEM

Bu calismada rezin modifiye cam iyonomer olan Fuji Il ile
Vitrebond’ un sitotoksik etkileri XTT [2,3-Bis (2-methoxy-
4-nitro-5-sulfophenyl)  -2H-tetrazolium] ve gergek
zamanli hdcre analizi yéntemleri ile incelenmistir.

Hiicre Kiltiirlerinin Hazirlanmasi

L929 hiicreleri %10 FBS (heat inactivated, non-USA
origin, sterile-filtered, Sigma Aldrich) ve %1
penisilin/streptomisin  (Biochrom) iceren Dulbecco
modifiye Eagle’s medyum (Biochrom) kultir ortaminda
37°C’de ve %5’lik CO.iceren nemli havada kultdre edildi.

Deneyler icin  %75-80 doluluk oranina ulasmis
eksponansiyel buyime fazindaki L929 hucreleri
kullanildi.

Test Materyallerinin Hazirlanmasi
Tablo 1.

Calismada test edilen restoratif

ureticileri ve endikasyonlari

Sinif lll, V ve sinirl sinif |
kavitelerin restorasyonunda

materyaller,

Fuiji Il LC Capsule (GC)

Siit dislerinin restorasyonunda

Rezin modifiye
cam iyonomer

Kor yapiminda

Radyoopak restorasyon
gerektiginde

Geriatrik uygulamalarda
Kaide veya astar olarak

Amalgam restorasyonlarin

Vitrebond (3M ESPE) altinda

Sinif | ve Il kompozit
restorasyonlarin altinda
Pulpanin agilmadigi durumlarda

kalsiyum hidroksite alternatif
olarak

Kavite vernigi olarak
Yiiksek clrik egilimi olan
hastalarda

== Rezin modifiye
= cam iyonomer

£ /

S

Belirgin kotl adiz saghigi olan
durumlarda

Arastirmada deg@erlendiriimek Uzere rezin modifiye cam
iyonomer simanlar, laboratuvarda guvenlik kabini
icerisinde Ureticilerinin 6nerdigi talimatlar dogrultusunda
hazirlandi (NuAire LabGard ESNU-425 Sinif Il Tip A2
Biyoguvenlik Kabini). Hazirlanan materyallerin
sertlesmeden 6nce boyutlarini standardize etmek igin
cam Uzerinde yer alan ylksekligi 2 mm, ic capt 5 mm
olan steril teflon diskler icerisine aktarildi. Teflon disklerin
Ust kismi da bagka bir cam ile kapatilarak iki tarafta da
diizglin bir ylizey olusmasi saglandi. Ornekler, primer
sertlesmeleri saglandiktan sonra 6 kuyucuklu hicre
kultdr kabina aktarildi.
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Resim 1

Materyal 6rneklerinin hazirlanmasinin sematizasyonu.

Materyal Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Materyal ekstraktlarini elde etmek UOzere 6
kuyucuklu hiicre kiltir kabinin her kuyucuguna her
bir gruptan 7’ser 6rnek hazirlanarak yerlestirildi.
Orneklerinin tam olarak sertlesmesini saglamak
icin 24 saat 37°C bekletildi. Kuyucuklara 3 ml kultdr
ortami (%10 FBS, penisilin/streptomisin igeren
DMEM) eklenerek ISO standartlarina gére materyal
yuzey alani-kdltdr ortami hacmi oraninin 91,6
mm?/ml  olmasi saglandi. Ekstraktlar  kultGr
ortamiyla dilie edilerek 15 mililitrelik falkon
tiplerinde orijinal konsantrasyonun yanisira 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32 konsantrasyonlarinda da
seyreltileri hazirlandi.
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Materyaller hazirlandiktan hemen Tamamen sertlesme. Materyaller tamamen sertlestikten
sonra sonra
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Kaltur ortams eklendikten hemen sonra

Materyaller bilesenlerini saldiktan sonra  Materyalleria bilesenlerini salmas:

3

Materyal
ekstraktlart

/2 14 1/8 116 1/32

11

Materyal ekstraktlarinin elde edilmesi ve seyreltilmesi.

Kaltur ortami ile seyreltme.

Resim 2

XTT Deneyinin Uygulanmasi

XTT deneyi icin 96 kuyucuklu hicre kultir kabinin
(Greiner Bio-One) ektrakt eklenecek kuyucuklan ile
hicre kontrol grubunun bulunacadl kuyucuklara 104
yogunlukta olacak sekilde hicre ekimi yapildi ve 24
saat boyunca 37 °C’de inkibe edildi. inkiibasyon
sonrasi Resim 3’de go6sterildigi Gizere her bir materyalin
her bir konsantrasyona 96 kuyucuklu htcre kultir
kabinda 9 kuyucuk ayrildi. Hicre kontrol grubu igin ise
6 kuyucuk ayrildi.

-

(7
;.:.: Orijinal konsantrasyon
. . 1/2 konsantrasyon
F’ ¢‘¢ ’3 1/4 konsantrasyon
t,.¢, ¢ @ 1/8 konsantrasyon
. . . 1/16 konsantrasyon
b.¢.¢@ () 1/32 konsantrasyon
>.¢.¢. . Hiicre kontrol grubu
Madde kontrol grubu
E’i.i.¢.i.i.i.i.i. . . . Medyum kontrol grubu
Su
& = ‘ = 2
Resim 3

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi plani.

Ayrilan  kuyucuklara daha o6nceden elde edilmig
materyal ekstraktlarinin 100 ul’lik farkh dilisyonlari
eklendi. Hucre kontrol grubuna ise sadece kultdr ortami
eklendi. Ekstrakt eklenmis hicre kultir kaplar 37°C’de
24 saat boyunca inkubatérde bekletilerek ekstraktlarin
hiicrelere etki etmesi saglandi. inkiibasyondan sonra
hacrelerin canlihgini degerlendirmek UGzere her bir 96
kuyucuklu hucre kultar kabi icin 5 ml XTT solGsyonuna
0,1 ml aktivatér [Cell Proliferation Kit (XTT based),
Biological Industries] eklenmesiyle belirte¢ c¢bzeltisi
hazirlandi. Hazirlanan belirteg ¢Ozeltisinden hucre
kaltdr kaplarinin her bir kuyucuga 0,05 ml eklendi ve
belirtecin etki etmesi igcin hlcre kultur kaplar 4 saat
boyunca inkibatérde 37°C’de bekletildi. Renk degisimi
gozlendi.  Spekirofotometre  (Epoch  Microplate
Spectrophotometer, BioTek Instruments) cihaziyla
hdcre kulttr kaplarinda 460 nm dalga boyunda dlgim

yapildi.

j = XTT soliisyonu E ‘ -

1929 hiicrelermin ekilmesi | R eklenmesi

Hiicrelerin gogalmast

i

—)
A

Ekstraktlann eklenmesi

Ekstraktlarm hicrelere etkimesi

XTT solitsyonunun etkimesi
L — g -—)
-

Spektrofotometrik Sl¢lim ve kayit

Resim 4

XTT deneyinin sematizasyonu
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Her bir hicre kiltir kabi ayn ayrn de@erlendirilerek
her bir kuyucuk icin sayisal veriler elde edildi ve bu
veriler dijital ortamda kaydedildi. Deney 3 kez
tekrarlanarak her bir materyalin her bir
konsantrasyonu icin 9 kuyucuk kullanildi (n=27)

Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde

Deneyin Uygulanmasi

Gercek zamanh hicre analiz sisteminde deneyin
uygulanmasi icin hicre ekimi &ncesi her bir
elektronik hicre kaltir kabi (E-plate 16, ACEA
Biosciences) kuyucuguna 6nceden isitilmis 50 ul
DMEM besiyeri eklendi ve elektronik hicre kultar
kaplan guvenlik kabini icerisinde 30 dakika
bekletildi. 30 dakikanin sonunda elektronik hucre
kultdr kaplari gercek zamanh hicre analiz
istasyonuna (xCELLigence RTCA DP, ACEA
Biosciences) yerlestirilerek arka plan okumasi
yapildi. Ardindan hicre pasajlamasi ve sayimi
yapllarak 10* hiicre/ml olacak sekilde hicre
suspansiyonu hazirlandi. Medyum kontrol ve madde
kontrol kuyucuklar hari¢ diger kuyulara 100 ul hiicre
stspansiyonu eklendi. Hucrelerin kuyu tabanina
saglikll bir sekilde yapisabilmeleri icin elektronik
hacre kultdr kaplar guvenlik kabin igcinde 30-60
dakika sureyle bekletildi. Daha sonra plaklar gercek
zamanl hicre analiz istasyonuna yerlestirilerek
saatte bir empedans 6lcUmu alindi. Yaklasik 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO.’li ve %95 nemlendiriimis
gercek zamanh hdcre analiz istasyonun icinde
hicreler plak tabanlarina yapisti ve prolifere oldu.
Ardindan daha ©6nce hazirlanmigs materyal
ekstraktlar eklenmek Gzere elektronik hlcre kaltir
kaplar gercek zamanli hlicre analiz istasyonundan
cikarildi.

Orjinal } )
1/2 konsantrasyo

Resim 5

Hiicre kontrol grubu
Medyum kontrol grubu

Gergek zamanli hiicre analizinde kullamilan 16 kuyucuklu
elektronik hiicre kiiltiir kabinin plani

Hucreler ekstraktlar ile muamele edilmeden énce
kuyucuklardaki besiyeri aspire edildi. Medyum ve
hicre kontrol kuyularina 150 ul FBS icermeyen
DMEM eklendi. Madde kontrol kuyucuklarina 150 ul
maksimum doz materyal sUspansiyonu, diger
kuyucuklara ise belirlenen konsantrasyonlarda 150
ul hacimde solusyon eklendi. Her bir doz iki tekrarli
caligildi. Madde ekleme islemi tamamlandiktan
sonra elektronik hicre kultir kaplari tekrar gercek
zamanli hlcre analiz istasyonuna konuldu ve
yaklasik 144 saat boyunca her 15 dakikada bir

Olcim alinacak sekilde cihaz programlandi.
Kuyucuklardan elde edilen Cl (Cell index, hucre
endeksi) verileri RTCA 2.0 (ACEA Biosciences)
programi ile analiz edildi. Kuyucuklar arasi daha
standart veriler elde etmek Uzere Uretici talimatlar
dogrultusunda RTCA 2.0 programinda kuyucuklarin
ekstrakt eklenmeden hemen dnceki hicre endeksi
degerleri 1 degerine esitlenerek normalize hicre
endeksi degerleri elde edildi.

RTCA 2.0 programi le analiz

Resim 6

Gergek zamanli hiicre analizinin gematizasyonu

istatistiksel Analiz

XTT  deneyi neticesinde  spektrofotometre
cihazindan alinan sonuclar Microsoft Office Excel
2016 (versiyon 16.0.4639.1000, 64 bit strim)
programina kaydedildi. Pozitif kontrol grubunun
canllik ylzdesi %100 olarak kabul edildi ve diger
gruplarin canliliklar, kontrol grubunun canliigina
gére yiizdesel olarak oranlandi. istatiksel analiz igin
IBM SPSS Statistics (versiyon 25, 64 bit suriim)
programi kullanildi. Shapiro-Wilk testi ile verilerin
homojenitesi degderlendirildi. Deney gruplan ile
kontrol grubu canliik ylzdeleri arasindaki farklar
One-way ANOVA ve post hoc Tukey's HSD testleri
ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gergcek zamanh hucre analizinden elde edilen
verilere gore elde edilen zamana bagl hucre canlihd
grafiklerinin istatistiksel degerlendiriimesi hiyerarsik
kiimeleme analizi yapildi. Hiyerarsik kimeleme
analizi icin IBM SPSS Statistics programinda z skoru
ile standardize edilmis Oklid uzakhig algoritmasi ile
gruplar arasi ortalama baglanti kimeleme yontemi
kullanild.

BULGULAR

XTT Deneyi Bulgulan

XTT  deneyi sonuglarina  gbére  materyal
ekstraktlarinin, konsantrasyonlarina gbre
degismekle birlikte L929 hucrelerinin canliigini
etkiledigi gdzlendi. Elde edilen bulgulara goére
verileriyle hazirlanan grafik asagidadir.
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B Seyreltilmemis konsantrasyon B 1/2 konsantrasyon
1/8 konsantrasyon 1/16 konsantrasyon

® 1/4 konsantrasyon
1/32 Konsantrasyon

00

o

Lo~
o

Fuji Il LC Capsule
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58,94

I 24,72
I 31,30

Kontrol grubu Vitrebond

Resim 7

Farkli konsantrasyonlardaki alternatif dolgu materyalleri uygulanan
L929 hiicrelerinin canhilik yiizdeleri. Kirmuizi renk sitotoksik
konsantrasyonlar belirtir.

Fuji Il LC Capsule ekstraktlarinin L929 hicre kulturlerine
eklendikten 1 gun sonra kdlturlerdeki hicre
canliliklarinin kontrol grubuna goére;

Seyreltiimemis ekstrakt eklenen grupta %74,81 (+6,37)

e 1/2 konsantrasyonda ekstrakt eklenen
%94,87 (+£4,18)

e 1/4 konsantrasyonda ekstrakt
%97,68(+3,06)

e 1/8 konsantrasyonda ekstrakt
%93,77(+2,61)

e 1/16 konsantrasyonda ekstrakt eklenen
%94,93(+3,84)

e 1/32 konsantrasyonda ekstrakt eklenen
%92,86 (+2,68) oraninda oldugu bulundu.

istatistiksel degerlendirme sonucu sadece
seyreltimemis ekstraktin olusturdugu farkin anlaml
oldugu bulundu (p<0,0.5).

grupta

eklenen grupta

eklenen grupta

grupta

grupta

Vitrebond ekstraktlarinin  L929 hicre kulturlerine
eklendikten 1 gun sonra kdltirlerdeki hicre
canliliklarinin kontrol grubuna goére;

Seyreltiimemis ekstrakt eklenen grupta %24,72 (+0,76)

e 1/2 konsantrasyonda ekstrakt eklenen grupta
%31,89 (+1,06)

e 1/4 konsantrasyonda ekstrakt
%58,94 (+£5,01)

e 1/8 konsantrasyonda ekstrakt eklenen grupta
%91,69 (+3,06)

e 1/16 konsantrasyonda ekstrakt eklenen grupta %80
(=5,21)

e 1/32 konsantrasyonda ekstrakt eklenen grupta
%82,69 (+4,12) oraninda oldugu bulundu.

istatistiksel degerlendirme sonucu seyreltimemis

ekstrakt ile birlikte 1/2 ve 1/4 konsantrasyonda ekstrakt

eklenen gruplarin olusturdugu farkin anlamli oldugu

bulundu (p<0,0.5).

eklenen grupta

Gercek Zamanh Hiicre Analizi Bulgulari

Gergek zamanh hlcre analiz deneyi sonuglarina goére
materyal ekstraktlarinin, konsantrasyonlarina gére
degismekle birlikte L929 hdicrelerinin  canhligini
etkiledigi gézlendi.

Fuji Il LC Capsule’ln kontrol grubu ile 1/2, 1/4,1/8,1/16
ve 1/32 konsantrasyonda  ekstrakt eklenen
gruplarindaki hticreler 144. saat sonunda canliliklarini
devam ettirebilirken seyreltimemis ekstrakt eklenen
gruptaki hucreler canhliklarimi 0,08 Cl birimi gibi
nispeten dusik seviyede devam ettirebilmigtir.
Istatistiksel analiz  sonucunda konsantrasyon
gruplarnin  sitotoksisitelerini  siralamamiz  gerekirse;
Hicre kontrol grubu = 1/32 konsantrasyon grubu =
1/16 Konsantrasyon Grubu = 1/8 Konsantrasyon
Grubu < 1/4 Konsantrasyon Grubu = 1/2
Konsantrasyon Grubu < Seyreltiimemis Konsantrasyon
Grubu

Fuji Il LC Capsule

Jek
N
N
N
\

-40 -20 v} 20 40 60 80 100 120 140 160

0,5
* 100% Konsantrasyon
6,25% Konsantrasyon

* 50% Konsantrasyon
3,13% Konsantrasyon

* 25% Konsantrasyon
Hiicre kontrol

* 12,5% Konsantrasyon

Resim 8

Fuji I LC Capsule’iin gercek zamanl hiicre analizinde elde edilen

| canlilik verilerinin zamana bagh degisimi.
VIUCTIUIIU Ul DCyIUILIIIIICIIII? \'"Av] /< nc /<

konsantrasyonlarindaki ekstraktlarinin  L929 hicre
kultdrlerine eklendikten sonra kultarlerdeki htcreler
canliliklarini kaybetmiglerdir. 144. saat sonunda kontrol
grubu ve 1/16 ile 1/32 hucreler canlliklarini devam
ettirebilmisken 1/8 konsantrasyonda ekstrakt eklenen
gruptaki hucreler 0,02 Cl birimi gibi nispeten dusuk
seviyede devam ettirebilmistir. istatistiksel analiz

sonucunda konsantrasyon gruplarinin sitotoksisitelerini
siralamamiz gerekirse; Hucre Kontrol Grubu < 1/32
Konsantrasyon Grubu = 1/16 Konsantrasyon Grubu <
1/8 Konsantrasyon Grubu = 1/4 Konsantrasyon Grubu
< 1/2 Konsantrasyon Grubu =

Konsantrasyon Grubu
Vitrebond

Seyreltimemis

Normalize Hiicre Endeksi

® 100% K
6,25%

Resim 9

Vitrebond’un gergek zamanli hiicre analizinde elde edilen canlilik
verilerinin zamana bagh degisimi.
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TARTISMA

Rezin modifiye cam iyonomer simanlar dis sert
dokularina kimyasal olarak baglanabilen, ¢cirik énleme
Ozelligi olan ve nispeten fiziksel olarak dayanikli
restoratif dolgu materyalleridir. Bu calismada, iki farkl
cam iyonomer simandan elde edilen ekstraktlarin in
vitro sitotoksisiteleri iki farkli ydntem ile test edilmistir.
Sifir hipotezimiz, calisma sonucunda elde edilen
verilere gore reddedilmistir. Test edilen materyallerin
seyreltimemis  ekstraktlan ve bazi seyreltiimis
konsantrasyonlari L929 huicreleri Gzerinde toksik etkiler
gOstermigtir.

In vitro sitotoksisite testleri, dental materyallerin
bdlgesel toksisitesini in vivo veya insan testinden 6nce
biyouyumlulugunun degerlendiriimesinde temel bir
tarama adimidir ve bu amacla htcre kulttr testleri
kullanilabilir. Okaryotik hlcrelerin canhligini
degerlendirmek Uzere kullanilan tetrazolyum
indirgenme testlerinden olan MTT testinin dental
materyallerin  sitotoksisitesini degerlendirmek igin
uygun bir in vitro ydntem oldugu gdsterilmistir ve yaygin
olarak kullanilan standart bir test haline gelmigtir.'®
Daha sonradan gelistirilen farkh bir tetrazolyum
indirgenme testi olan XTT testinde islem basamaklari

azaltlmistir. Bdylelikle daha hizh ve daha kolay
sitotoksisite testleri yapabilmeye olanak
saglanmistir.'6.17 Bu avantajlarindan dolayi

calismamizda ilgili materyallerin sitotoksik etkilerini
incelemek Uzere XTT test ydéntemini kullanimi uygun
gorulmasgtar.

XTT testi ve genel olarak diger sitotoksisite belirleme
testleri her bir test sonucunda hicre canllidi icin tek bir
Olcllebilir deger vermektedir. Ayrica bu testlerin
uygulanmasi icin gbrece bircok islem basamagi
gereklidir ki bu 6lgtlen degerde varyasyonlara neden
olabilir. Bununla birlikte sitotoksisite sonuclari sadece
test materyaline goére degil test yéntemine goére de
degisiklik gosterebildiginden bircok farkli test yontemi
kullanilmali ve risk analizleri yapilmaldir.'®

Gercek zamanl hucre analizi yapan xCELLigence
sistemi ile belirlenen zaman dilimi icerisinde istenilen
siklikta okuma yapilabilmesi ve bdylelikle htcrelerin
canliiginin izlenebilmesi olanakli olmustur. Ayrica bu
ybntemde hucrelerin izlenebilmesi igin herhangi bir
etiketleme islemine gerek yoktur. Etiketleme
yapiimadigindan is ytkanden ve kaynaklardan tasarruf
saglar ve daha fizyolojik bir 6lgim yapiimasina olanak
verir. Devamli takip sayesinde test suresi boyunca
kapsaml bilgi saglar.”® Bu UstlnlUklerinden dolayi
calismamizda materyallerin  sitotoksisite yénunden
degerlendirmek amaciyla XTT testi ile birlikte gercek
zamanli hiicre analizi ydntemi uygulanmistir. Bu iki test
yéntemi beraber kullanilarak elde edilen sonuclar kendi
iclerinde karsilastirlmis ve calismanin givenirliliginin
artinilmasi amagclanmistir.

Gergek zamanl hicre analizi ydéntemi ile hicre kaltir
plakalarinin tabanina yerlestiriimis mikro elektrotlar
aracihgiyla empedans élcimu yapilarak hiicre canhihgi
invaziv olmayan bir sekilde belirlenebilir. Olgllen
empedans hucre endeks (Cell Index, Cl) degeri olarak
verilir.  Hlcreler yoksa ya da elektrotlara
yapismamigsa hiicre endeksi sifir ya da sifira yakin,
ayni fizyolojik kosullarda elektrotlara daha fazla hicre

yapisirsa hlicre endeksi dederi daha yUksektir.2%%!
N —— P ——
Elektron akist Degismis elektron akist
Kiiltiir ﬁ R
Hiicre varlig
ortami —_——
O $ —1J
Negatitug Kuyucuk tabam Foztifug

Resim 10

Gergek zamanh hiicre analizi sisteminde kullanilan e-plak
kuyucuklarinin sematik olarak lateral kesitsel goriintiisii

Hicre kultirG calismalarinda primer hicreler ve
devamli hiicre hatlari kullanilir. Devamli hicre hatlari
sUresiz gogalabilme &zelligine sahip transformasyona
ugramis primer hilcrelerdir ve daha stabil bir fenotipe
sahiptir. Calismalarda siklikla kullanilan devamli hiicre
hatlar fare fibroblastlari ( L929, 3T3) veya insan
epitelyal hicreleridir (HelLa).??> Dental materyallerden
salinan iyonlara L929 fare fibroblast hucrelerinin,
insan fibroblast hiicreleri ile benzer tepki vermesinden
dolayi® bizim calismamizda da hicre kulttrlerinde
kullaniimak tzere L929 fare fibroblastlar segilmistir.

Bizim galismamizda Fuiji Il LC Capsule’lin XTT deneyi
sonuglarina gbére sadece orijinal konsantrasyonlari
sitotoksik olarak bulunmustur. Fuji Il LC Capsule’iin
gercek zamanli hiicre analizi sonuglarina gore sadece
orijinal  konsantrasyon grubundaki  hucrelerin
canliliginin 144. saat sonunda oldukga azaldidi, diger
gruplardaki hicrelerin canliiginin kontrol grubuna
benzer bir sekilde zamana gore degistigi
goérulmektedir. XTT testinden elde edilen Vitrebond
sonuglar incelendiginde, orijinal, 1/2 ve 1/4
konsantrasyonlarinin sitotoksik sonu¢ vermesiyle ve
gercek zamanl hicre analizi sonuglarina gére 144.
saat sonunda sadece 1/16 ve 1/32 konsantrasyon
gruplarindaki hicrelerin canliigini devam ettirdiginin
gbrulmesiyle, Vitrebond’un Fuiji Il LC Capsule’e goére
daha sitotoksik bir materyal oldugu gériimektedir.

Geleneksel cam iyonomerlere rezin eklenmesiyle
mekanik 6zellikleri artinimis fakat bunun sonucunda
bu materyallerin biyouyumlulugu ile ilgili endiseler
ortaya cikmistir. Genel olarak rezin modifiye cam
iyonomerler, geleneksel cam iyonomerlerden daha
sitotoksik olarak degerlendirilirler.?* Bunun yaninda
yuksek viskoziteli cam iyonomer olan Fuji IX ile rezin
modifiye cam iyonomer olan Fuiji Il bircok calismada
sitotoksite bakimindan degerlendirilip
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karsilastinimistir. Kanjavec ve arkadaslari™ MTT testi
kullanarak SHED hdcreleri  Uzerine  yaptiklan
degerlendirmede Fuiji II'yi, Fuji IX’'dan daha sitotoksik
bulurlarken Huang ve Chang® insan pulpa hicre
kulttrleri Gzerine MTT testiyle yaptiklar sitotoksisite
calismalarinda Fuji IX’u Fuji I'den daha sitotoksik
bulmusglardir.

Koulaouzidou ve arkadaslarr BHK21/C13 (bebek
hamster karaciger fibroblastlar), RPC-C2A (fare pulpa
hicreleri) ve L929 Uzerine SRB testi ile yaptiklan
sitotoksisite calismasinda Fuji Il nin MTA’ya benzer
sitotoksik etki gosterdiginden bahsetmiglerdir.2
Ayrica Guertsen ve arkadaslan Fuji Il LC’nin ylUksek
oranda hidroksi etil metakrilat, glisidil metakrilat
monomerler ve etilen glikol salmasina ragmen bu
materyalin dider rezin modifiye cam iyonomer
simanlardan daha az sitotoksik etkisi oldugunu
belirtmislerdir.?”

L929 fare fibroblastlar Uzerine MTT testiyle yapilan,
Biodentine’nin  bircok restoratif materyal ile
karsilastinldigi Ranjkesh ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, Biodentine’nin Fuji Il LC’den ve Fuji Il
LC’nin de Vitrebond’dan uygulanan test kosullarinda
daha biyouyumlu oldugunu bildirmislerdir.2

Bizim calismamizdaki sonuclara benzer sekilde
muhtelif yodntemlerle yapilan bircok hicre Kkultar
calismasinda Vitrebond sitotoksik olarak
bulunmustur.22! Vitrebond’'un bu ylksek sitotoksik
etkisinin igeriginde bulunan DPICI (difenil iyodonyum
klorid) baslaticisinin bozunup klorin benzen, iyodin
benzen ve bromin benzen olusturmasina bagl oldugu
disUnilmektedir.?”

XTT testinde materyallerin kultirlerde bir gUlnluk
ekspozu sonucunda sitotoksite degerlendirilmesi
yapilmis ancak gercek zamanli hlcre analizinin
sagladigi avantajlar sebebiyle bu yéntemde test slresi
alti giine ¢ikarilabilmistir. Boylelikle her bir materyalin
her bir konsantrasyonu icin elde edilen veri miktari
oldukga artiriimig, materyallerin zamana gore hucre
canlliklanini  nasil  degistirdigi daha  detayh
gbzlemlenebilmistir.

Bir in vitro ¢alismanin sinirlari géz énlne alindiginda
bu calismalardan elde edilen sonuglarin in vivo

sartlara uygulanamayabilecegi de akildan
cikarlmamaldir.  Ornegin, dentin  vari@ ve
preperasyon sonrasi kalan kalnhg, dental

materyallerden salinan potansiyel zararli bilesenlerin
pulpaya ulasabilmelerinin édnlnde bir bariyer olarak
gb6rev yapabilir.32 Ayrica bir biyomateryalin insan
vicudunda O&milr boyu kalabilecegi gbz 6niinde
bulundurulursa, laboratuvar calismalarinda ilgili
materyallerin ¢ok kisitl bir sire boyunca test edildigi
sonucu cikarilabilir. Agiz ortaminin oldukga degisken
kosullari g6z ©Onldne alindiginda biyomateryaller

zamanla korozyona ugrayabilir ve kisiye zarar
verebilir. Bununla beraber bir materyal tim
uygulamalar icin biyolojik olarak uyumlu olmayabilir.
Tdm bunlarin yaninda bélgesel olarak toksisite
disinda biyomateryaller sistemik toksisite,
genotoksisite, alerji, teratolojik etkileri de sahip
olabilir. Bundan dolayidir ki bir biyomateryalin
biyouyumlu olup olmadigini séylemek, kapsamli
testler yapilmadan, hangi amacla ve nerede
kullanildigini belirtmeden pek anlamli degildir.

Calismamizda da elde edilen veriler sadece in vitro
ekstraksiyon testine dayanilarak verilmigtir. Alternatif
restoratif materyallerin, 6zellikle yeni kullanima girmis
olanlarin biyouyumlulugu hakkindaki bilgi birikimi
daha kapsamli in vitro ve klinik calismalarla
artinimaldir.

SONUG

e L1929 fibroblast hiicreleri Gizerine hem Vitrebond’un
hem de Fuji Il LC’nin sitotoksik etki potansiyeli
vardir.

o L1929 fibroblast hlcreleri Gzerine Vitrebond, Fuiji Il
LC Capsule’e gore daha sitotoksiktir.

Dental materyallerin sitotoksisitesini degerlendirmede
gercek zamanl hicre analizi ydntemi, XTT ydntemine
gbére daha vyararll Dbilgi verebilme potansiyeline
sahiptir.
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