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OzeT

Awmac: Bu calismanin amaci kendinden baglanabilen yeni
bir akiskan kompozitin (Vertise Flow) sitotoksisitesini,
sigir dental pulpasindan elde edilmis hiicrelerin lic-boyutlu
kiltirlerinin kullanildigi bir dentin bariyer test diizenegi ile
degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM: Yapay hiicre kultiuri perfiizyon odalari
500 pm kalinhgindaki dentin diskleri ile iki kompartimana
ayrildi. Alt kompartimanda, tic-boyutlu hiicre kiiltirleri den-
tine temas edecek sekilde yerlestirilerek pulpa odasi kismi
olusturuldu. Ust kompartimanda ise test materyalleri,
dentin diskinin kavite kismi lizerine Uretici firmanin 6n-
erdigi sekilde uygulandi. Negatif ve pozitif kontrol materyal-
leri sirasi ile President ve Vitrebond idi. Daha sonra, pulpal
kisimdaki hiicre kiiltiirlerinin kulttir ortami ile perfiizyonlari
saglandi. Yirmi dort saat sonra hiicre canlihgi MTT testi ile
degerlendirildi. Veriler Kruskal Wallis ve Mann Whitney U
testleri kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

BuLGuLAR: Vertise Flow ve Vitrebond (pozitif kontrol) grup-
larinin hiicre canhilik oranlari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml idi (p<0.05). Ancak, Vertise Flow ile Presi-
dent (negatif kontrol) gruplarinin hiicre canlilik oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05)

Sonug: Vertise Flow, sigir dental pulpasindan elde edilmis
hiicrelerin canlihgi lizerine negatif kontrol grubuna benzer
bir etki gosterdi. Kalan dentin tabakasi kalinliginin en az
0.5 mm olmasi durumunda, Vertise Flow’dan salinmasi
muhtemel biyololojik olarak aktif bilesenlerin pulpa hiic-
relerini etkilemeyebilecegi diisiiniilmektedir.
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[Abstract in English is at the end of the manuscript]

GiRis

Adeziv dis hekimligi bas déndirtci bir hizla gelisimini
surdurmektedir. Bu gelisimi surtkleyen iki temel etken
vardir. Birincil etken, hastalarin dis rengindeki restoratif
materyallere giderek artan talebidir. Diger etken ise he-
kimlerin minimum girisim ile retoratif islemleri gercek-
lestirmek istemeleridir."? Adeziv rezin/kompozit rezin
kombinasyonu guniimUz dis hekimligi pratiginde en sik
kullanilan restoratif sistemdir.?2 Adeziv sistemler temel
olarak iki gruba ayrilirlar: ‘etch&rinse’ ve ‘self-etch’ ade-
zivler. Ayri bir asitleme ve yikama basamagi gerektirdigi
icin etch&rinse adezivlerin klinik uygulama zamani ol-
dukga uzundur.'® Halbuki, hekimler en kisa surede res-
torasyonlarini bitirmek durumundadirlar. Asitleme ve
yikama basamagini elimine eden, primerinde zayif asi-
dik monomerler ihtiva eden self-etch adezivler bu ne-
denle simdilerde oldukca popiilerdir. Ozellikle asitleme,
primerleme ve adeziv rezin uygulama basamaklarinin
hepsini birlestiren tek basamakh self-etch (all in one)
adezivler, klinik uygulama zamanin kisaltiimasinda gok
basarilidirlar.®# Kullanici dostu adezivler olarak adlan-
dirllmaktadirlar. Ancak, tek basamakli self-etch adeziv-
ler bile azimsanmayacak bir klinik uygulama zamanina
ve kendilerine ait bazi teknik hassasiyetlere sahiptirler.>6

Herhangi bir adeziv sistem kullanimi gerektirmeden
dis sert dokularina kendisi dogrudan baglanabilen res-
toratif materyallerin gelistiriimesi konusunda heyecan
verici gelismeler olmaktadir. Bu amagcla uretilen ilk ma-
teryal bir akiskan kompozit olmustur (Vertise Flow, Kerr,
Orange, CA, ABD) ve ¢ok yakin bir zaman énce hekim-
lerin kullanimina sunulmustur. Akiskan kompozit ile all in
one adeziv sistemin bir araya getirildigi ve sonucta ayr
bir adeziv sistem uygulama basamaginin elimine edil-
digi, tmuyle yeni, bu kompozit restoratif materyale ‘ken-
dinden baglanabilen akiskan kompozit’ ismi verilmistir.”
Bu materyalin dis dokularina baglanma performansi ve
restorasyon kenarlarini sizintiya karsi kapatabilme ka-
biliyeti literatlrde tartisiimistir.8'" Ancak, bildigimiz ka-
dariyla, kendinden baglanabilen akiskan kompozitin
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biyouyumlugu konusunda literatiirde herhangi bir veri
yoktur. Bu materyal canli pulpa-dentin kompleksi ile
uzun sure yakin iliskide olacagi i¢in pulpa dokusu Uze-
rine etkileri cok dnemlidir ve arastiriimasi gerekir. Den-
tin bariyer dizenegi ginimizde dental materyallerin
sitotoksisitelerini degerlendirmede in vivo durumu iyi bir
sekilde taklit edebildigi icin siklikla kullaniimaktadir.
Dentin bariyer diizeneginde negatif kontrol materyali
olarak bir polivinil siloksan 8l¢ci maddesi, pozitif kontrol
materyali olarak ise toksik etkisi ¢alismalarla kanitlan-
mis bir rezin modifiye cam iyonomer siman kullanilir.213

Bu in vitro galismanin amaci kendinden baglanabi-
len yeni bir akiskan kompozitin (Vertise Flow) sitotoksi-
sitesini, s1gir dental pulpasindan elde edilmis hicrelerin
Ug-boyutlu kaltarlerinin kullanildigi bir dentin bariyer test
dizenegi ile degerlendirmektir. Bu ¢alismanin sifir hi-
potezi sudur: kendinden baglanabilen akiskan kompozit,
sigir dental pulpasindan elde edilmis hicreler Gzerine
sitotoksik degildir.

GEREC VE YONTEM

Test materyalleri

Bu calismada kendinden baglanabilen yeni bir akiskan
kompozit test edildi: Vertise Flow (Kerr, Orange, CA,
ABD). Negatif ve pozitif kontrol materyalleri olarak da si-
rasi ile President (Coltene AG, Alstatten, isvigre) ve Vit-
rebond (B3M ESPE, Seefeld, Almanya) kullanildi.
Calismada kullanilan materyaller, icerikleri, lot numara-
lari ve Uretici firmalar Tablo 1’de gdsterilmektedir.

Hiicre Kiultira

Si1gir dental pulpasindan elde edilmis hiicreler, MEM«
(Minimum Essential Medium Alpha, Gibco Invitrogen,
Paisley, ingiltere), %20 fetal sigir serumu (Biological In-
dustries, Beit Haemek, israil), 150 1U/ml penisilin, 150
mg/ml streptomisin (Biological Industries) ve 0.1 mg/ml
genetisin (Gibco Invitrogen) iceren blyime ortaminda
37°C’de, %5 CO,'li ortamda inkiibe edildi.>'® Ucg-bo-
yutlu kdltdrleri olugsturmak tzere poliamid hasirlar Gze-
rinde hazirlandi.
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Poliamid hasirlar (0.5 cm?; Reichelt Chemietechnik,
Heidelberg, Almanya) 30 dakika boyunca 0.1 M asetik
asit icerisinde bekletildi, fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi ile Ug
kez yikandi ve kurumaya birakildi. Daha sonra hasirlar
fibronektin (0.03 mg/ml; Sigma, Deisenhofen, Aimanya)
ile kaplandi ve kurumaya birakildi. Hasirlarin tzerine
hucre kaplamak igin hicre kulturu filtreleri (Millipore,
Eschborn, Almanya), her bir yuva icinde 1.25 ml klltur
ortami (%20 fetal sigir serumu igeren MEMa) bulunan
alti-yuvall hiicre kultiirG kabina yerlestirildi. Stabilizasyon
saglamak icin hasirlar hiicre kultara filtreleri Gzerine yer-
lestirildi ve hasirlarin Gzerine 25 pl hiicre slispansiyonu
(8x10* hiicre/hasir) eklendi. Kirk sekiz saatlik inkiibasyon
sonrasi (37°C, %5 CO,, %100 nemlilik) hasirlar 24-ku-
yucuklu hiicre kultirt plaklari icerisine aktarildi ve sito-
toksisite deneyleri icin kullanilana kadar (14+2 gin)
inkiibe edildi. Kultir ortami (0.05 mg/ml askorbik asit
ilave edilmis blyume ortami) haftada l¢ kez degistirildi.'®

Sitotoksisite testi

Si1gir keser digleri disuk hizda ¢alisan elmas bir separe
ile (Isomet; Buehler, Lake Bluff, IL, ABD) su sogutmasi
altinda kesilerek 500+20 pm kalinliginda dentin diskleri
elde edildi. Dentin disklerinin pulpal yizeyleri %50’lik sit-
rik asit ile 30 sn asitlendi ve distile su igerisine alinarak
otoklavda steril edildi. Hicre kiltirt perflizyon odalari
(Minucells&Minutissue GmbH, Bad Abbach, Almanya)
dentin diskleri ile iki ayri kompartimana ayrildi. Alt kom-
partimanda, Ug-boyutlu hiicre kultlrleri dentine temas
edecek sekilde yerlestirilerek pulpa odasi kismi olustu-
ruldu. Ust kompartimanda ise test materyalleri dentin
diskinin ‘kavite’ kismi Uzerine Uretici firmanin énerdigi
sekilde uygulandi. In vitro pulpa odasi kisiminin inku-
basyon suresi boyunca (37°C’ de 24 saat) kulttr ortami
(2 mi/saat) ile perflzyonlari saglandi (Sekil 1). Her ma-
teryal sekiz kez test edildi, 24 saat sonra Ug-boyutlu
hucre kultdrlerinin canhhgr mitokondrial enzim aktivite-
lerinin belirlenmesi esasina dayanan MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
testi ile de@erlendirildi. Yapay pulpa odalarindan pulpa
hucrelerini tasiyan hasirlar ¢gikartildi. Karanlik ortamda
hasirlar 24-kuyulu hiicre kaltari kabina her kuyuya 0.5

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

Materyal Materyal icerigi

Lot numarasi Uretici Firma

Vertise Flow {Kendinden baglanabilen

akiskan kompozit)

GPDM, HEMA, 4-Metoksi fenol, Nano-iterbiyum florlr,

baryum cam, nano-boyutta koloidal silis, ginko oksit,

aktivatér, stabilizatdr ve renklendiriciler

Vitrebond (Rezin modifiye cam iyonomer siman)

Toz: iyon salabilen floroaluminosilikat

Likit: Modifiye poliakrilik asit, HEMA, BIS-GMA,

su, aktivator, stabilizator

President Regular (Silikon esasli dlgli maddesi)

Polivinil siloksan, silokon elastomer

3488779 Kerr, Orange, CA, ABD
N246883 3M ESPE, Seefeld, Aimanya
0096028 Coltene AG, Alstatten, isvigre
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Sekil 1. Yapay pulpa odasi

mg/ml’lik 500 pl MTT solUsyonu eklenerek 37°C’de %5
COy’li ortamda 2 saat bekletildi. MTT uzaklastirilarak
200 pl dimetil sulfoksit eklenerek karanlik ortamda 30 dk
calkalandi. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) okuyucu ile 540 nm dalga boyunda okutuldu.
Medyan degerleri arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis
one-way analysis of variance (ANOVA) ve Mann Whit-
ney U testleri kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi
(0=0.05; SPSS 13.0, Chicago, IL, ABD).

BULGULAR

Dentin bariyer sitotoksisite testi sonugclari Sekil 2’de gés-
terildi. Vertise Flow ve Vitrebond gruplarina ait hiicre
canllik oranlari sirasi ile %103.5 ve %37.4 idi. Vertise
Flow ve Vitrebond (pozitif kontrol) gruplarinin hiicre
canlilik oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak an-
lamh idi (p=0.003). Ancak, Vertise Flow ile President
(negatif kontrol) gruplarinin hicre canhlik oranlar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05).
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Sekil 2. Dentin bariyer sitotoksiste testi sonuglari. Barlar ortalama yizde hicre
canlilik oranini, hata ¢ubuklari ise standart sapmayi géstermektedir (n=8)

TARTISMA

Bir dental materyal gelistirilirken, fiziksel ve estetik 6zel-
likleri kadar biyouyumluluk 6zelligi de dikkate alin-

Tiim haklan saklidir © 2013 Gazi Universitesi
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malidir. Biyouyumluluk, bir materyalin kendine 6zgu uy-
gulamalar sonrasi, uygun konak doku cevabi olustura-
bilme yetenegi seklinde tanimlanir.’ Her materyal
kullanima sunulup, hastalar Uzerinde uygulanmadan
6énce biyouyumlulugu test edilmis olmalidir. Biyouyum-
lulugu bagimsiz arastiricilar tarafindan da onaylanan
materyaller daha guvenilirdir. Biyouyumlulugun arastiril-
masinda standart, basit ve kisa slirede sonug veren bir
test yonteminin kullanimi tercih edilmelidir.’™ Glvenilir,
tekrar edilebilir, test kosullari kontrol edilebilir bir yén-
tem olan hucre kultira deneyleri biyouyumlulugun
arastiriimasinda siklikla kullaniimaktadir.'s1¢

Bu calismada in vivo kosullari en uygun dlizeyde
taklit ettigi ispatlanmis olan G¢ boyutlu hiicre kiltiri ve
dentin bariyerini iceren sitotoksisite testleri kul-
laniimistir.'21317.18 Bijr restoratif tedavide, materyal ve
pulpa dokusu arasinda hidrofobik monomerlerin pulpaya
gegcisini énleyen bir dentin bariyer mevcuttur. Dentin ba-
riyer testinde de test materyali ile hedef hicreler
arasinda bir difiizyon veya adsorpsiyon bariyeri olarak
dentin yerlegtirilmektedir. Ayrica pulpal kan akimini tak-
lit edebilmek igin hiicreler Gizerinden besi ortaminin per-
fuzyonu saglanmaktadir. Pulpal kan akimi pulpa igine
sizan toksik bilesenlerin seyreltimesinde ¢ok énemli bir
islev gorir.'”® Ug-boyutlu hiicre kltiirii testi ile gesitli
kimyasallarin sitotoksisitesi (izerine yapilan daha énceki
calismalar laboratuar ici tekrarlanabilirlik géstermistir.
Hayvan deneylerinden elde edilen in vivo ¢alismalarin
sonugclari ile de uyumlu oldugu gérilmistir. '8 Ug-bo-
yutlu hicre kdltrleri ile pulpanin gok katmanli hicre
yapisi taklit edilmeye calisiimakta ve in vitro ortamda in
vivo kosullara en yakin sonuglar elde edilmeye calisil-
maktadir.

Dentin bariyer sitotoksisite testi ISO 7405 stan-
dardinda 6nerilen bir test yontemidir.2° Pozitif kontrol
materyali hlicre canliligini 24 saatin sonunda en az %50
azaltmalidir. Pek ¢ok g¢alismada pozitif kontrol grubu
olarak kullanilan Vitrebond bu ¢alismada da pozitif kont-
rol materyali olarak kullaniimistir.'?'3 Negatif kontrol ma-
teryalinin ise hicreler Gizerinde herhangi bir toksik etkisi
olmamalidir. Bu standartlar ile uyumlu olarak bu in vitro
calismada President herhangi bir toksik etki géstermez-
ken, Vitrebond hiicre canlihgini %37.4’e kadar dlsurdu.

Bu calismada biyouyumlulugu test edilen Vertise
Flow materyali pulpa kaynakli hlcreler Gzerinde negatif
kontrol grubundan farkli degildi. Vertise Flow iceriginde iki
esas monomer dikkati cekmektedir. Birincisi fosfat bazli
bir self-etch asidik fonksiyonel monomer olan gliserofos-
fat dimetakrilatdir (GPDM) ve gorevi, mine ve dentini da-
glayarak tutuculuk igin gerekli piriizli yiizeyi olusturmak
ve olusturdugu bu purizlu yizeyin islanabilirligini artir-
maktir. Yakin bir zaman énce Vajrabhaya ve ark. fonksi-
yonel monomer olarak GPDM iceren bir dental adeziv
olan Optibond Solo Plus SE primerin (Kerr, ABD) sito-
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toksisitesini dentin bariyer testi ile degerlendirmigler ve
Optibond Solo Plus SE primer’in sitotoksik etki goster-
medigini bildirmislerdir.2' Ulker ve ark.22 GPDM icerikli bir
rezin siman olan Maxcem’in (Kerr, ABD) kristal viyole si-
totoksisite testinde iki boyutlu pulpa hucreleri Gzerine
ciddi toksik etkiler gésterdigini bildirmiglerdir.

Vertise Flow icerigindeki diger 6nemli fonsiyonel mo-
nomer ise hidroksi-etil metakrilatdir (HEMA). HEMA 1sla-
nabilirligi artirmak ve rezinin dentine penetrasyonunu
kolaylastirmak icin birgok dental adezivin igerigine ekle-
nen bir monomerdir. HEMA’'nin metakrilat bazli rezin
kompozitlerden salinabildigi ve fizyolojik konsantras-
yonlarin bile pulpa hicrelerini etkileyebildigi gosterilmi-
stir.2324 Diger taraftan, kiguk hidrofilik bir monomer olan
HEMA’nin sklerotik dentinden bile difliize olabildigi bildi-
rilmistir.2> Pawlowska ve ark.2® ise HEMA’nin DNA ha-
sari, apoptozis ve hucre siklistinde gecikme gibi zararli
biyolojik etkileri indikleyebilecegini bildirmislerdir. Bu
calismanin sonuglarina goére ise sertlestiriimis Vertise
Flow igerisindeki artik monomerlerin veya diger zararl
bilesenlerinin dentinden diflize olarak pulpa hicrelerini
etkilemesi zordur.

Sonuc

Vertise Flow, sigir dental pulpasindan elde edilmis hiic-
relerin canliligi Uzerine negatif kontrol grubuna benzer
bir etki gdsterdi. Eger kalan dentin tabakasinin kalinhigi
0.5 mm veya daha fazla ise, Vertise Flow’dan salinmasi
muhtemel biyololojik olarak aktif bilesenler pulpa hiicre-
lerini etkilemeyebilir.

TESEKKUR VE ANMA

Bu calisma 3-6 Mayis 2012 tarihleri arasinda Arnavutluk’un
Tiran kentinde diizenlenen 17. Balkan Stomatological Society
(BASS) kongresinde sunulmustur. Kitapcik sayfa no:83

Cikar catismasi: Yazarlar bu ¢alismayla ilgili herhangi bir ¢ikar cat-
ismalarinin bulunmadigini bildirmislerdir.
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Kendinden baglanabilen kompozitin toksisitesi

Cytotoxicity evaluation of a new self-adhering
flowable composite by dentin barrier test

ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the cyto-
toxicity of a new self-adhering flowable composite (Vertise
Flow) in a dentin barrier test device using three-dimen-
sional cultures of bovine dental pulp derived cells.

MaTERIALS AND MEeTHOD: Artificial cell culture perfusion
chambers were separated into two compartments using a
500 pm dentin disc. In the lower compartment, a pulp
chamber was created by placing the three-dimensional
cultures onto the dentin disc. Test materials were intro-
duced into the upper compartment in direct contact with
the cavity side of the dentin discs following the manufac-
turers’ directions. Negative and positive controls were
President and Vitrebond, respectively. Subsequently, the
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pulpal part of the perfusion chamber containing the cell
culture was perfused with a culture medium. After an ex-
posure period of 24 hours, cell survival was determined by
using the MTT assay. Statistical analyses were performed
using the Kruskal-Wallis and Mann Whitney U tests.

ResuLTs: The difference in survival rates between Vertise
Flow and Vitrebond groups (positive control) was statisti-
cally significant (p<0.05). However, the difference in sur-
vival rates between Vertise Flow and President groups
(negative control) was not statistically significant (P>0.05).

ConcLusion: Vertise Flow and the negative control group
showed similar effects on the survival of the bovine den-
tal pulp-derived cells. Toxic substances released from Ver-
tise Flow may not influence the pulpal cells in case the
residual dentin layer is at least 0.5 mm thick.

Keyworbps: Cytotoxicity; dental adhesives; dental pulp;
dentin barrier test; self-adhering flowable composite
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