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OzeT

AmAG: Bu calismanin amaci, klinikte kullanilan kendinden
baglanabilen li¢ farklh adeziv rezin simanin sitotoksisitesi-
nin degerlendirilmesidir.

GEREC VE YONTEM: Galismamizda Uiretici firmanin 6nerile-
ri dikkate alinarak silindirik sekilli (2x5 mm) adeziv rezin
siman test ornekleri hazirlandi: ICEM (Heraeus Kulzer,
Hanau, Almanya), Nova Resin (Imicryl, Konya, Turkey) ve
Clearfil SA Cement (Kuraray, Okuyama, Japonya). Sigir
pulpasindan elde edilmis hiicreler (Clonal SV40) 96-kuyu-
cuklu hiicre kiltiirti plaklari icerisine yerlestirildi ve %20
fetal sigir serumu, %5 penisilin/streptomisin, %1 genetisin
iceren MEM Alpha igerisinde (Gibco Invitrogen) %5 CO2
ortaminda, 37 °C’de 24 saat enkiibe edildi. Test 6rnekle-
ri hazirlanan besi ortami icerisinde 24 saat bekletildi ve
ekstraktlar hiicreler iizerine uygulandi. igerisinde test ma-
teryali ekstrakte edilmemis besi ortamina maruz birakilan
hiicreler negatif kontrol grubu kabul edildi. Hiicre canliligi
24 saat muamele sonunda enzim aktivitesi ile degerlendi-
rildi. Veriler one-way ANOVA ile analiz edildi.

BuLGuLAR: ICEM, Clearfil SA ve Nova Resin siman grupla-
rinin canhlik ylizdeleri ile negatif kontrol grubunun hiicre
canlilk oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmadi (p>0.05). Ayni zamanda rezin siman gruplari
birbiri ile karsilastirildiginda istatiksel olarak gruplar ara-
sinda yine anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Sonug: Bu in vitro calismada iki-boyutlu sigir dental pul-
pa hucreleri Gizerinde test edilen kendinden baglanabilen
adeziv rezin simanlarin énemli derecede sitotoksik etki
gostermedikleri tespit edildi.
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Giris

Sabit protetik restorasyonlarin kullaniminin artigina
bagli olarak dental yapistirma materyalleri Uzerine olan
ilgi her gecen gun artmaktadir. Adeziv rezin simanlar,
bu amagla gelistiriimis organik polimer faz (matriks),
inorganik faz (doldurucu partikil) ve ara fazdan (bag-
layici ajan) olusan simanlardir.”? Organik matriks faz
siklikla Bis-GMA’dan olusur. Son zamanlarda ise, iyi
adezyon saglayan ve renk degisimine daha direncli
olan Uretandimetakrilat (UDMA) polimer matriks olarak
kullaniimaktadir. Viskoziteyi azaltmak ve dentine bag-
lanmayi arttirmak amaci ile organik matrikse 2-hidrok-
sietil metakrilat (HEMA) eklenmigtir. Ara faz ise organik
silisyum bilesigi olan silanlardan meydana gelir.3#

Adeziv rezin simanlar, adezyon 6zellikleri iyi oldugu
icin dislerde daha konservatif preparasyon sekillerine
mulsaade ederler ve seramiklerin altinda kullanildik-
larinda seramigin kirilma direncini arttinirlar.* Ayrica,
fiziksel ve mekanik dayanikliliklarinin ylksek olmasi,
¢ozundrliklerinin disik olmasi, farkli ylizeylere yuksek
baglanabilme yetenekleri ve pek ¢ok renk ve opasite
seceneklerinin olmasi gibi avantajlara sahiptirler. Buna
karsin, karmasik klinik asamalari, zor manipulasyonlari
ve post-operatif hassasiyete neden olmalari gibi deza-
vantajlara da sahiptir. Adeziv rezin simanlar, polimeri-
zasyon tiplerine gére 3 ana grupta incelenirler: kimyasal
olarak polimerize olan (self-cure) adeziv rezin simanlar,
Isik ile polimerize olan (light-cure) adeziv rezin simanlar
ve hem kimyasal olarak hem de isik ile polimerize olan
(dual-cure) adeziv rezin simanlar.®

Son dénemlerde bazi firmalar karmasik klinik asa-
malari basitlestirmek adina dis ytzeyinde higbir 6n ha-

Acta Odontol Turc 2018;35(2):44-8


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

N Demir ve ark.

zirhga gereksinim duyulmayan kendinden baglanabilen
adeziv rezin siman sistemleri Uretmeye baslamistir.
Kendinden baglanabilen adeziv rezin simanlar, cift pat
sistemi ya da toz-likit seklinde uretilirler. Polimerizasyon
iki komponentin karistiriimasi ile kimyasal yolla basla-
maktadir.® Katalizdr olan pat, polimerizasyonu baslatan
benzoil peroksiti, baz olan pat ise polimerizasyonu hiz-
landiran organik amini igerir. Likit ise amin hizlandirici
iceren Bis-GMA monomerinden ve/veya diger metakri-
lat monomerlerinden olusur.”

Rezin materyallerin farkli komponentleri sulu fazda
aciga cikarlar ve dentin gibi islak yizeylerle karsilastik-
larinda agiga ¢ikan serbest monomerler dentin tabulleri
yoluyla pulpaya etki ederler.® Rezin simanlarin biyou-
yumlulugunda bu monomerlerin polimere dénlsim de-
recesi 6nemlidir. Donusim derecesi degerindeki azal-
ma fiziksel/mekanik &zellik degerlerinde azalmaya ve
artitk monomer miktarinda artiga sebep olur, bu durum
pulpal dokulari etkiler. Bircok sitotoksisite ¢calismasinda
pulpal bosluga ulasan rezin komponentlerin enflamatu-
ar cevap olusturdugu gosterilmistir.®°

Biyouyumluluk, materyalin givenilirligi, yani beklen-
medik riskler tasimamasi seklinde tanimlanabilir.’® Her
materyal, kullanima sunulup hastalar Gzerinde uygu-
lanmadan 6nce biyouyumlulugu bakimindan test edil-
mis olmalidir. Biyouyumlulugu bagimsiz aragtirmacilar
tarafindan da onaylanan materyaller daha gavenilirdir.
Biyouyumlulugun arastiriimasinda standart, basit ve
kisa sUrede sonug¢ veren bir test ydnteminin kullanimi
tercih edilmelidir.' Gavenilir, tekrar edilebilen ve test
kosullar kontrol edilebilen bir yéntem olan hticre kiltd-
ri deneyleri biyouyumlulugun arastiriimasinda siklkla
kullaniimaktadir.''2 Biyomateryallerin sitotoksisite de-
gerlendiriimesi yapilirken cok cesitli testler uygulan-
maktadir. Bu testlere 6rnek olarak materyalin dogrudan
hiicrelerle temas ettigi direkt kontakt testler ve dogru-
dan temasin olmadigi indirekt testler verilebilir.™

Bu in vitro calismanin amaci, iki boyutlu sigir dental
pulpasindan elde edilmis hicreler Uzerine kendinden
baglanabilen i¢ adet adeziv rezin simanin (ICEM, Nova
Resin ve Clearfil SA Siman) sitotoksik etkilerini deger-
lendirmektir. Bu ¢alismanin sifir hipotezi, test edilen
adeziv rezin simanlarin sigir dental pulpasindan elde
edilmis htcreler Gzerine sitotoksik etkilerinin kontrol
grubundan farkli olmayacagidir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan materyaller, icerikleri, lot numa-
ralari ve Uretici firmalar Tablo 1’de gosterilmektedir.
Arastirmada kullanilan materyaller steril ortamda Uretici
firmanin Onerileri dikkate alinarak silindirik sekilli steril
standart teflon halkalar (2x5 mm) icerisinde hazirlandi.
Calismamizda sitotoksisitenin MTT metoduyla deger-
lendirilmesi i¢in 6 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna
her bir gruptan 7’ser érnek yerlestirildi. Hazirlanan test
Ornekleri Uzerine her kuyucuga 3 mL %20 fetal sigir se-
rumu (Biochrom AG, Berlin, Almanya) ve %5 penisilin/

© 2018 Demir ve ark.

45

streptomisin (Biological Industries, Beit Haemek, israil)
iceren MEM Alpha (Minimum Essential Medium Alp-
ha; Gibco Invitrogen, Darmstadt, Almanya) eklendi ve
materyal ekstraktlarini agida ¢ikarmak icin 37 °C’de 24
saat enklbatdrde bekletildi. Ekstraktlar mililitrede 91.6
mm?2 drnek yuzey alani / hiicre kultir ortami oraninda
ISO standartlarina gére hazirlandi.™

Calismada sigir pulpasindan elde edilmis hicreler
(Clonal SV40 buyuk T-antigen-transfekte sigir dental
pulpa hticreleri) kullanildi. Hlcreler %20 fetal sigir se-
rumu (FBS; Biochrom AG), penisilin (150 IU/mL), gene-
tisin (0.1 mg/mL), ve streptomisin (150 pg/mL) (Biolo-
gical Industries) iceren MEM Alpha (Gibco Invitrogen)
igerisinde %5 CO,’li ortamda, 37 °C’de enkiibe edildi.
Hucreler deney kaplarinda yeterli doluluga erigince
%0.25 trypsin ile kaldirildi ve bir kuyucukta 5x102 hic-
re olacak sekilde 96-kuyucuklu hicre kultara kaplarina
alinarak 37 °C’de, %5 CO, ve %95 hava karigimh bir
ortamda 24 saat enktibe edildi. Enkiibasyon siresi so-
nunda hcrelerin besi ortamlari, daha énce hazirlanan
3 mL materyal ekstrakti iceren besi ortamindan 200 pL
verilerek degistirildi. Negatif kontrol grubundaki hiicre-
lere yalnizca serum iceren besi ortami verildi. Hicre
kultarleri en az iki bagimsiz deneyde her bir test ma-
teryali icin 96 kuyucuklu plakanin 12 kuyucugu kulla-
nilacak sekilde materyal ekstraktlarina maruz birakildi
(n=24). Materyal ekstraktlarina maruz kalan hucrelerin
canhh@r mitokondriyal aktiviteyi gdsteren stksinik de-
hidrogenaz enzimi ile degerlendirildi. Her kuyucuga 0.5
pL taze hazirlanmis MTT (0.5mg/mL) [3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide] (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Almanya) ilave edildi. iki saat en-
kilbe edildikten sonra (37 °C, %5 CO,) canl hicreler
icinde depolanan MTT formazani agiga ¢ikarmak igin
200 pL dimetilstlfoksit hlcreler Gzerine eklenerek cal-
kalayici Gzerinde oda sicakliginda 30 dakika boyunca
bekletildi. Olciimler spektrofotometre cihaziyla (Epoch,
BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD) 540 nm dalga
boyunda yapildi. Negatif kontrol grubu érneklerinin hic-
re canlilik ortalamasi %100 canlilik olarak belirlendi ve
diger 6rneklerin ylzde canlihk oranlari bu degere gére
hesaplandi. Ortalama hicre canlilik oranlari arasindaki
farkliliklar tek-yonlu varyans analizi (ANOVA) ile deger-
lendirildi («=0.05).

BuLGULAR

Sitotoksisite testinin sonuglar Sekil 1'de gdsteriimek-
tedir. Adeziv rezin siman gruplarina ait ortalama ytzde
hiicre canlilik oranlari sirasi ile %85.23 (ICEM), %99.55
(Clearfil SA Cement) ve %100.68 (Nova Resin) olarak
bulundu. Tdm gruplar ile negatif kontrol grubunun huc-
re canlilik oranlari istatistiksel olarak benzerdi (p>0.05).
Ayni zamanda adeziv rezin siman gruplari birbiri ile kar-
silastirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda fark
bulunmadi (p>0.05). Bu g¢alismanin sifir hipotezi, test
edilen adeziv rezin simanlarin sigir dental pulpasindan
elde edilmis hucreler Gizerine sitotoksik etkilerinin kon-
trol grubundan farkl olmayacag: idi. Elde edilen bulgu-
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Rezin siman sitotoksisitesi

Tablo 1. Calismada kullanilan materyaller, icerikleri, lot numaralari ve Uretici firmalari

Materyal ierik Lot numarasi Uretici firma

ICEM Bilesim A: Akrilik rezin, CQ, 2-(dimetilamino) etil metakrilat, etil-4- 295364 Heraeus Kulzer,
dimetilaminobenzoat, hidroksietil paratoluidin, cam doldurucu, hidroksi peroksit, Hanau, Aimanya
benzoil peroksit, NaF, su
Bilesim B: Akrilik rezin, cam doldurucu, hidroksi peroksit, benzoil peroksit, NaF

Clearfil SA Siman Pat A: Bis-GMA, TEGDMA, MDP, hidrofobik aromatik dimetakrilat, silanlanmis 0004AA Kuraray Medikal,
baryum cam doldurucu, kolloidal silika, CQ, benzoil peroksit Okuyama, Japonya
Pat B: Bis-GMA, hidrofobik aromatik dimetakrilat, hidrofobik alifatik dimetakrilat,
silanlanmig baryum cam doldurucu, kolloidal silika

Nova Resin Rezin Matriks: % 20-30 UDMA, metakrilatli fosforik asit esteri, 4-META. 4318 Imicryl, Konya,
Doldurucu: % 70-80 Baryum —alumino-floro-borosilikat cam, yiterbiyum triflor(r, Turkiye

baryum cam doldurucu, yiksek oranda silika

Diger: Reaksiyon baslatici ve sabitlestiriciler, pigmentler

Bis-GMA: bisfenol A diglisidil metakrilat, TEGDMA: trietilen glikol dimetakrilat, CQ: kamforokinon, MDP: 10-metakriloiloksidodesil dihidrojen fosfat, UDMA: (iretan

dimetakrilat, NaF: sodyum flortr

lar dogrultusunda ¢alismanin sifir hipotezi kabul edildi.

TARTISMA

Adeziv rezin simanlar direkt hazir dentin ylzeyine uy-
gulanir. Direkt dentin Uzerine uygulanan materyallerin
dentin tubdlleri yoluyla pulpa hucreleri Uzerine toksik
etkileri olabilir. Bu nedenle calismamizda kendinden
baglanabilen adeziv rezin simanlarin iki-boyutlu sigir
dental pulpa hlcreleri izerinde sitotoksik etkileri deger-
lendirildi ve sitotoksik etki bakimindan kontrolden farkh
olmadiklari tespit edildi.

Biyouyumluluk bir materyalin canli dokularla temas
halindeyken sistemik ve lokal toksik, alerjik, mutajenik
ve karsinojenik etkiler olusturmamasini ifade eder." Bi-
youyumlu olmayan veya sitotoksik restoratif materyal-
ler kisa veya uzun dénemli post-operatif hassasiyetten,
geri-dénlisumsulz pulpa zararina kadar degisebilen re-
aksiyonlara yol agabilirler.®

Rezin esash materyallerin bilesenlerinin zararl
etkileri hakkindaki bircok bilgi in vitro ¢alismalardan
elde edilmistir.’®'” Koohpeima ve ark.'® yeni nanohibrit
kompozit rezin simanlarin da i¢lerinde oldugu dental si-
manlarin sitotoksisitelerini inceledikleri ¢alismalarinda
MTT ile direkt kontakt test metodunu kullanmiglar ve
kompozit rezin simanlarin diger simanlardan daha az
sitotoksik oldugunu bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda
da materyal ekstraktlarinin dogrudan hucrelerle temas
ettigi direkt kontakt test metodu kullaniimis ve destek-
leyici bulgular elde edilmistir. Shin ve ark.'” ise farkl
dental simanlarla yapistirilan zirkonyum postlarin L929
fibroblast ve osteoblastlara sitotoksik etkisini MTT ile di-
rekt kontakt test metodunu kullanarak degerlendirmis-
ler ve rezin modifiye cam iyonomer simanlarin self-ade-
ziv rezin simanlardan daha az sitotoksisite gésterdigini
bulmuslardir.

Rezin matrikste ortak olarak kullanilan monomerler
Bis-GMA, TEGDMA, UDMA ve Bis-EMA’dir. Onem-
li miktarda organik bilesenin polimerize olan materyal
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icinde baglanmamis arttk monomer olarak kaldigini
gosteren bircok calisma vardir.?2 Ayrica bu monomer-
lerin pulpa dokusu ile direkt temas edecek sekilde
uygulandiginda dokuda enflamasyona ve dentin mi-
neralizasyonunda inhibisyona neden olduklar da bil-
dirilmistir.’® Arastirmacilar bu baglamda sitotoksisiteyi
monomerlere baglamiglardir.'%17:1920 Koliniotou ve ark.?'
yaptiklar calismada BisGMA, HEMA ve TEGDMA gibi
monomerlerin orta derecede toksik olduklarini rapor et-
mislerdir.2' Schweikl ve ark.? yaptiklari ¢alismada poli-
merizasyonu tamamlanmayan monomerlerin TEGDMA
veya HEMA oldugunu ifade etmislerdir. Kraus ve ark.'®
ise dental rezin monomerlerinin in vitro biyouyumluluk-
larini inceledikleri calismalarinda en fazladan en aza
dogru sitotoksisite siralamasini BisGMA > UDMA >
TEGDMA > HEMA seklinde bulmuslardir. Atalayin ve
ark.’® ve Lee ve ark.?® da monomerlerdeki sitotoksisite
siralamasini Kraus ve ark.' ile ayni siralamada ifade
etmislerdir. Bizim galismamizda da test edilen Clearfil
SA simanin BisGMA ve TEGDMA icerdigi Tablo 1’de
gorulmektedir. Clearfil SA siman, sigir dental pulpa-
sindan elde edilmis hucreler Gzerine sinirl bir sekilde
sitotoksik etki gésterdi ancak bu fark kontrol grubu ile
karsilastiridiginda istatistiksel olarak anlamli degildi.

Ulker ve ark.2® yaptiklari calismada 4-MET ve 4-ME-
TA esash olan HEMA icermeyen adezivlerin (G-Bond)
daha dUsk sitotoksisite gosterdigini tespit etmistir. Yine
benzer sekilde Nakagawa ve ark.?* yaptiklarn g¢alisma-
da, 4-META/MMA-TBB rezin igerikli dental yapistirma
simaninin  biyouyumlulugunu cam iyonomer siman-
dan belirgin sekilde daha iyi bulmuglardir. Bizim ¢alis-
mamizda da Nova Resin simanin yapisinda 4-META
icerdigi Tablo 1’de goérulmektedir. Bizim ¢alismamizda
da bu galismalara benzer olarak 4-META iceren Nova
Resin simanin gdsterdigi etki kontrol grubu ile karsilas-
tirldiginda istatistiksel olarak anlamli degildi.

Hucre kaltara verileri bir materyalden uygun olma-
yan komponentlerin salimi ve olasi reaksiyonlar hak-
kinda fikir saglamakla birlikte, bu veriler dogrudan kli-
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Sekil 1. Rezin simanlara maruz kalan sigir pulpa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. Hicre kdltiirleri en az iki bagimsiz deneyde
her bir test materyali icin 96 kuyucuklu plakanin 12 kuyucugu kullanilacak sekilde materyal ekstraktlarina 24 saat maruz
birakildi (n=24). Negatif kontrol grubundaki hiicrelere yalnizca serum iceren besi ortami verildi.

nik kosullar ve hasta ile iligkilendiriimemelidir. In vivo
kosullarda cesitli biyolojik ve immunolojik reaksiyonlar
sO0z konusudur. Materyal, hiicre kdltirinde dogrudan
toksik etki gosterirken, bu etkinin canli dokuda (6rnegin
pulpa dokusunda) mevcut rejeneratif kapasite ile tolere
edilmesi ve/veya zamanla ortadan kalkmasi mimkin
olabilir.?

Klinik calismalar ile bizim calismamiz arasindaki
fark polimerizasyondan da kaynaklanabilir. Bizim ca-
lismamizda rezin simanlar dogrudan isikla polimerize
edilmistir. Normalde klinikte bu simanlar protez altinda
dual polimerizasyon ile polimerize olmaktadir. Kron alti-
na 1sik gegisi cok siirlidir ve 1s13in ulasamadigi bélge-
lerde polimerizasyon kimyasal olarak devam etmekte-
dir. Ancak kimyasal polimerizasyon isikla gerceklesen
polimerizasyona gére daha yavastir. Bu nedenle pulpa
hicreleri monomerler ile daha uzun sire temas halin-
dedir.?8 Bu iki sebeple klinigi daha iyi yansitacak yon-
temler ile bu konunun arastiriimasi gerekmektedir.

Sonu¢

Test edilen kendinden baglanabilen adeziv rezin si-
manlar iki-boyutlu sigir dental pulpasindan elde edilmis
hiicreler Gzerinde kontrolden farkli sitotoksik etki gos-
termemistir.
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In vitro evaluation of the cytotoxicity of
different self-adhesive resin cements

ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of this in vitro study was to evaluate
the cytotoxicity of three different self-adhesive resin
cements.

MATERIALS AND METHOD: Standardized test samples (2x5
mm) of adhesive resin cements ICEM (Heraeus Kulzer,
Hanau, Germany), Nova Resin (Imicryl, Konya, Turkey)
and Clearfil SA Cement (Kuraray, Okuyama, Japan) were
prepared according to the manufacturers’ instructions.
Bovine dental pulp-derived cells (Clonal SV40) were
seeded into the wells of a 96 well-plate, and incubated in
MEM Alpha(Gibco Invitrogen) supplemented with 20% fetal
bovine serum, 5% penicillin/streptomycin, 1% geneticin
in a humidified atmosphere of 5% CO,. The test samples
were immersed in the growth medium for 24 h and the
extracts were applied onto the cells. A group of cells was
immersed in the growth medium that was not exposed to
the test materials, and was assigned as negative control.
The cell viability was determined by enzyme activity
tests at the end of a 24 h treatment period. The data were
statistically analyzed using one-way ANOVA.

ResuLTs: There was no statistically significant difference
between the cell viability of the negative control group
and ICEM, Clearfil SA and Nova Resin Cement groups
(p>0.05). There was also no statistically significant
difference among the self-adhesive resin cement groups
(p>0.05).

ConcLusion: In this in vitro study, self-adhesive resin
cements were found to have no significant cytotoxic
effects on two dimensional dental bovine pulp cells.

Keyworbs: Cell culture; cytotoxicity; resin cement
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