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Onsoz

Ylzyil asgkin siredir GV Black adli arastirici tarafindan
gelistirilen kavite hazirlama kurallan dogrultusunda ¢ok az degisikliklerle
curlk disler tedavi edilmis ve agdizda tutulmaya calisiimistir. Ancak, ¢lrik
teshis ve tedavi yaklagiminin ve onarim maddelerinin giinimuzdekinden
oldukca farkh olmasi kiglUk lezyonlarin bile genigletiimesi prensibine
dayanan makro kavitelerin acilmasina neden olmustur. GinimuUzde ise,
dis ¢Urtgunin belirlenmesi, ileri operatif ydéntemlerin bulunmasi ve ¢lrik
6énleme bilgilerinin artmasi, ¢lrik tedavisi felsefesinin giderek degismesine
yol acmistir. Son yillarda, dis clriglu tedavisi yaklasiminda, saghkl dis
yapisini minimal kavite tasarimlari ile mimkin oldugunca korumayi
hedefleyen mikro dishekimliginin giderek benimsenmesi sevingle
karsilanacak  devrim  niteliginde  gelismelerdendir. Bu kavram
dogrultusunda gelistirilen, kavite ylzeyine uygulandiginda dis yapilarina
baglanabilme 6zelligi olan dentin baglayici sistemlerin, dokuyla uyumlu ve
kavitedeki bakterilere karsi antimikrobik &6zellikte olmalari da tedavinin
basarisi igin dnemlidir.

Bu nedenle biz de arastirmamizda, dokular tizerinde minimal
hasar olusturan ve kavitedeki mikroorganizmalara karsi bakterisid/fungusid
etki gbsterebilen dentin baglayici sistem secimine yol gdsterici olmasi
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1.GiRIS

GUnUmUizde estetige olan ilginin artmasi ve amalgam
dolgunun guvenilirligi ile ilgi endiseler arastirmacilarin dokuyla uyumlu,
agiz ortaminda etkin bir sekilde fonksiyon gbéren, dogal gérinlise en iyi
uyum saglayabilecek dighekimligiyle ilgili onarim maddelerinin gelistiriimesi
Gizerine yogunlasmalarina neden olmustur .

Son vyillarda dis hekimliginde kullanima sunulan dentin
baglayici sistemler, kompozitlerin dis dokusuna baglanma &zelliklerini
geligtiren ve kavitenin tutuculuk ézelligine bakilmaksizin baglanti saglayan
kimyasal etkenlerdir. Bu baglayici sistemlerin kullaniimasiyla enfekte
dentinin tamamen uzaklastirilip dolgu maddesi ile doldurulmasini igeren
geleneksel dis hekimligi yerini ¢lrik tedavisi i¢in kavitenin boyutlarinin
kUgalttlmesini ve dis dokularini koruyan kavite tasarimi olusturulmasini
saglayan minimal invaziv iglemlerin yapildigi koruyucu/konservatif ya da
ultra konservatif dis hekimligine birakmaktadir 2.

Dentin baglayici sistemlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
yaygin olarak arastiriimakla beraber biyolojik 6zellikleri Gzerine pek fazla
calisma mevcut degildir 2*.

Uygun konak yaniti varliginda bir maddenin 6zel uygulamada
fonksiyon gd6sterebilme kabiliyeti olarak tanimlanan biyouyumluluk, dis
dokusuna direkt olarak uygulanan dentin baglayici sistemlerin sahip olmasi
gereken en dnemli dzelliklerden biridir .

Yeni gelistirilen, biyoaktif fonksiyonlu maddelerin yeterli
antimikrobiyal 6zellikte olmalarinin yani sira, igerdikleri bu antimikrobiyal
etkili komponent yodunlugu da uygulandiklari dokuda minimum hasara
neden olmalidir.

Biyouyumlu bir madde, 1996’da yayimlanan Avrupa
Standartlarina gb6re hicbir risk tasimamalidir. Agiz boslugu icinde
kullanilacak olan dolgu maddeleri dis ve c¢evre dokularina zararsiz,
sistemik toksisite yaratacak toksik maddeler icermeyen, potansiyel
alerjenik Xamt gelistirmeyen ve kanser yapici nitelikte olmayan maddeler
olmahdir >.

Tedavide  kullanilan  maddelerin  biyouyumluluklarinin
belirlenmesinde sitotoksisite, genotoksisite, kanser yapici 6zellik gibi pek
cok parametre kullaniimaktadir ®. Bu yaklasimlar, gerekmedikce hayvan
deneylerinden kaginarak hizli ve maliyeti digik, planh ve yapilandiriimis
test ydntemlerine dayandiriimalidir *.



Basarili bir tedavi i¢in kavite icinde kalan bakterilerin neden
olabilecegi sekonder curik ve pulpa hasari gibi etkilerin ortadan
kaldiriimasi 6nemlidir. Bu nedenle son yillarda, biyoaktif fonksiyonlu yeni
bir dentin baglayici sistem (MDPB) gelistirilmistir. Antimikrobiyal etkisi
oldugu bildirilen bir monomer olan MDPB (12-
methacryloyloxydodecylpyridinum bromide) dentin baglayici sistemlerde
primer icerisine katilarak, dolgunun vyerlestiriimesi esnasinda kavite
icindeki bakterilerin etkisizlestiriimesi hedeflenmistir.

Dis dolgu maddelerinin en fazla reaktif olduklari dénem olan
kaviteye uygulama déneminde, dis pulpasi ve dis eti/ mukoza ile temasa
gecip yan etki yapabilme olasiliklari yliksektir . Genototoksik etki de bu
olasi hasarlardan biridir. Ancak dentin baglayici  sistemlerin
genotoksisiteleri Uzerine yapilmis cok az sayida ¢alisma mevcuttur.

Bu galismanin amaci yeni gelistirilen, antimikrobiyal ézelligi
oldugu ileri strGlen dentin baglayici sistem (MDPB) ile farkh &zelliklere
sahip diger dentin baglayici sistemlerin antimikrobiyal aktivitelerinin ve
genotoksik potansiyellerinin in vitro olarak degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Restoratif dis hekimliginde basarili bir tedavi elde etmek icin
dogru teshis ile dogal dis fonksiyonu ve goérinimUini yeniden
kazandiracak uygun dolgu maddelerinin kullaniimasi biydk 6énem
tasimaktadir. Bu amacla degisik dolgu maddeleri kullaniimis olmakla
beraber 150 yili agkin bir strelik ge¢cmisi ile amalgam, bilinen en eski dolgu
maddesidir.

ilk olarak 1826 yilinda Fransa’da kullaniimaya baglanan
amalgam dolgu maddesi; genis kullanim alani olmasi, kolay
uygulanabilmesi, disik maliyeti, klinik émrindn uzun olmasi, asinma
6zelliklerinin dis minesine yakin olmasi, ¢ok az miktarda boyutsal degisime
ugramasi, cigneme basincina karsi dayanikh olmasi ve uygulama
sirasinda nem kontaminasyonundan ¢ok az etkilenmesi gibi avantajlara
sahiptir.

Amalgam dolgu maddesinin tim bu avantajlarina ragmen
son yillarda stregelen en belirgin elestiri civanin alerjik ve toksik etkileridir
89101112 By alagimin hasta, hekim ve dis hekimligi personeli agisindan bir
saglik tehlikesi olusturup olusturmayacag tartisma konusudur &34,

Amalgam dolgu maddesindeki bu endigeler, hasta ve
hekimlerin estetik dolgu maddelerine olan ilgisini arttirmigtir.

Dentin  baglayici  sistemlerin  tarihgesi, Bounocore’un
recinelerin mineye baglanmasinin kesfi ile en belirgin déonim noktasini
olusturdugu 1950’li yillarin baglarina denk gelmektedir.

Baglayici  sistemlerin  gelistirimesi ile yaygin  kavite
preperasyonlari yerini, enfekte dentini dikkatli bir sekilde uzaklastirarak
saglam dis dokusunu korumayi amaclayan daha konservatif tekniklere
birakmistir.Minimal preperasyon teknigi ¢irik belirleyici solisyonlar ve
dentin baglayici sistemlerin  gelistirilip uygulanmasi ile basariya
ulasmistir'>.

Kompozit recine ve dentin baglayici sistemlerdeki son
gelismelere ragmen polimerizasyon bizllmesi ve bunun sonucu olarak dis
ile onarim maddesi birlesimindeki aralikta meydana gelen bakteri
kolonizasyonu halen dis hekimliginin énemli bir sorunu olarak kargimiza
¢ctkmaktadir. Ayrica minimal preperasyon tekniginde, ¢urik uzaklastirma
islemi genelde dentinin rengi ya da kivamina bakilarak subjektif olarak
yapllmaktadir. Fakat yapilan ¢alismalar dentinde hem renklenmis hem de
renk degisimi olmayan bdlgelerin benzer sekilde az miktarda bakteri
icerdigini ve minimal diizeyde enfekte oldugunu gdstermektedir °.



Kavite icinde kalan ya da mikrosizinti yoluyla bizilme
araliginda kolonize olan bakterilerin, antimikrobiyal ézellik tagimayan dolgu
maddelerinin altinda uzun stre canh kalarak c¢ogaldiklari ve rekirrent
curlk, pulpa yangisi gibi istenmeyen etkilerin gelismesinde énemli rol
oynadiklari bilinmektedir.

Dis hekimleri, clrik tedavisinde dis dokularinin minimal
uzaklastirilmasini hedef almakta, bazen de dekalsifiye dentini remineralize
etmeye calismaktadir. Bu durumda, lezyon ya da kavite igindeki
bakterilerin tam olarak belirlenmesi, tercih edilen tedavi yénteminin basarili
olmasinda ¢ok dnemli bir faktérddr. Ayrica, biyoaktif fonksiyonlu yeni
maddeler daha iyi bir prognoz saglamada faydali olabilir °. Tim bunlarin
neticesinde, dolgu maddesi vyerlestirmeden &nce, hazirlanan kavite
ylzeyine direkt olarak uygulanan dentin baglayici sistemlerde, bakterilere
etkili inhibitdr 6zellik tasiyacak bir yapi gerekli gérilmustir '®.

Son yillarda, dolgu maddelerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
6zelliklerinin gelistiriimesinin yani sira disin sert dokularina baglanmasiyla
ilgili aragtirmalara olan ilgi giderek artmaktadir.

Dis onarim maddelerinin karmasik yapilari ve farkli biyolojik
yan etkilerinden dolayl antimikrobiyal aktiviteleri ile biyouyumluluk
degerlendirmesinde 6énemli bir 6l¢lt olan genotoksik potansiyellerinin tespit
edilmesi bilylik 6neme sahiptir 6.

2.1.Dentin Baglayici Sistemler (DBS)

GUnimuzde dise basarnli baglanma; kimyasal baglanmayla
birlikte hem mine hem de dentine mikromekanik baglanmayi ifade
etmektedir. Bu amagcla, dis hekimliginde kullanima sunulan dentin
baglayici sistemler, hazirlanan kavitenin tutuculuk 6zelligine bakilmaksizin
baglanti saglayan kimyasal etkenler olarak, kompozit onarimlarin dis
dokusuna baglanma &zelliklerini gelistirmiglerdir 3181920,

Baglanma (Adezyon)

Baglanma farkli molekdiller arasindaki g¢ekim kuvvetidir.
Cekim kuvvetini kimyasal veya fiziksel kuvvetler meydana getirir.
Baglanmay olusturan maddeye “baglayici” (adeziv), uygulandigi maddeye
ise “aderent” denir. Baglanmanin fiziksel, kimyasal ve mekanik tdrleri
vardir. Mekanik baglantida baglayici, aderent ylzeyindeki girinti ve
¢ikintilara tutunur. Baglanti ylzey plrtzIGligta mikrometre boyutlarinda ise,
buna “mikromekanik tutuculuk” denir. Kimyasal baglanma, farkl yapidaki
ylzeylerin atomlari arasinda olusan sinirh ve zayif bir baglanmadir.
Fiziksel baglanma ise, Van der Waals kuvvetleri veya diger elektrostatik



etkilesimler sonucu farkh yapidaki diz ylGzeyler arasinda gergeklesen
oldukca zayif bir baglanma turtdir 189,

Baglayicinin aderent ylzeyini (mine veya dentin ylzeyi)
etkili bir sekilde islatabilmesi igin baglayicinin ylzey geriliminin, aderentin
serbest ylizey enerjisinden daha distk olmasi gerekmektedir. Mine
yuksek enerjiye sahip inorganik hidroksiapatit kristallerinden olusurken,
dentin blyUlk oranda disuk serbest ylzey enerjisine sahip, kollajen ve
sudan olusmaktadir °.

lyi bir dentin baglayici sistemde asagidaki 6zellikler
aranmalhdir;

*Biyouyumlu olmali, 6zellikle de pulpaya zarar vermemeli,

*Mine ve dentine mikromekanik ve kimyasal yolla baglanmall,

*Mine ve dentin disinda metal ve porselene de yapismall,

*Dentin kanallarinin t0mdnd ya da bir bdlimini kapatarak
uygulama sonrasi duyarliligi énlemeli,

*Gigneme kuvvetlerinin  ve polimerizasyon bizilmesinin
olusturdugu streslere karsi koyabilmeli,

*Termal genlesme ve bizilmeye kargl dayanikh olmali,

*Nemli ylzeylerde kolay uygulanabilmeli,

*Mikrosizintiya direngli olmali, sekonder ¢urUkleri dnlemeli,

*Raf émri uzun olmali,

*Kolay uygulama olanagl ve mimkin oldugunca az iglem
basamagi olmali,

*Film kalinligr minimal diizeyde olup 20 pm’den az olmall,

*Uzun sireli klinik calismalarda denenmis olmalidir 3181921,

Dentin baglayici sistemlerin uygulama alanlarr;

1)Kompozit ve kompomer onarimlar icin baglayici etken
olarak,
Amalgam dolgunun baglanmasinda,
Duyarlilik ve/veya acgiga ¢ikan kok ylzeylerinin tedavisinde,
indirekt onarimlar igin kaide maddesi olarak,

2
3
4
5)Porselen inley ve onley onarimlarin simantasyonudur.

~— — — ~—

Dentinde Tutuculuk

Dentin dokusu agirlikca %50 inorganik (hidroksiapatit
kristalleri), %30 organik (kollajen) %20 su ve diger maddelerden olusur.
Dentinin heterojen yapisindan dolay! dentinde iyi bir tutuculuk saglamak
mineye goére daha glgtar.

Dentin igerisinde ici sivi dolu ¢ok sayida tibdl ve kanalcik
vardir. Dentin yapisindaki dentin tibdlleri, dentin lenfi, odontoblast
uzantilan ve intertibdler dentin ile dolu olup pulpa ile direkt olarak iligki



icindedir. Dinamik yapida olan dentinde devamli bir sivi aligverisi vardir.
Odontoblast uzantilari, hiicre gbvdeleri pulpa odasi ¢eperlerine siralanmis
protoplazmik uzantilardir. Odontoblastin hiicre membrani, dentin kanal
icindeki uzantiy1 da cevreleyerek kanal icine devam eder. Dentin tabdlleri
intertibuler dentine gbre daha iyi mineralize olmus peritibller dentin ile
cevrilidir. Peritibller dentinde intertibller dentine gére daha az lif
mevcuttur. Bu ylzden minede uygulanan ve tutuculugu artiran asit ile
plrdzlendirme veya mekanik retansiyonlar dentinde basarili olmaz. Ayrica
yUksek protein orani nedeni ile disik yl'Jzeg/ enerjisine sahip olmasi,
Islanabilirligini azaltir ve baglanmay: giiglestirir *1819.2022,

Dentin baglanmasinda rol oynayan baslica etkenler dentin
icerigi, dentin tUbdllerinin yogunlugu, capi, peritibuler ve intertibdler
dentin orani, dentin kalinligi, dentinin yapisi (demineralize veya sklerotik),
smear tabakasi ve yastir 392022,

Kavite preperasyonu sirasinda, frez ya da kesici aletler ile
yapllan kesme ve asindirma islemleri sonucunda dentin ylzeyi kan,
tokarik, bakteriler, apatit kristalleri ve denattre kollajenden olusan 1-5 pum
kalinhgindaki smear tabakasi ile kaplanir. Smear tabakasinin dentin
tibdllerinin agzini kismen tikamasiyla 1—-2 pm uzunlugunda smear tikaglari
olusur.

Baglanmada etkili olan smear tabakasinin uzaklastiriimasi ya
da modifiye edilmesiyle ilgili bazi goérusler vardir. Dentin preperasyonu
esnasinda meydana gelen smear tabakasi, asit ile uzaklastirilabilen bir
tabakadir. Ancak asitin direkt olarak dentin ylzeyinde uygulanmasi bazi
arastirmacilar tarafindan sakincali olarak gérildiginden smear tabakasi
ile dolgu maddesi arasinda kimyasal bir bag olusturulmasi distntlmuasttr
ve smear tabakasini kaldirmayan ancak modifiye edebilen etkenler
gelistirilmistir. GinimUzde dentin baglayici sistemlerde dentine uygulanan

5? 1n;zéasi’[lerin saglikl bir pulpaya zarar olmadigi kabul edilmektedir

Dentin taballerinin agizlarinin tikali olmasi
mikroorganizmalarin pulpaya girmesini engeller ancak toksinlerin pulpaya
girmesini engelleyemez. Bunun disinda smear tabakasi bakterilerin
yerlesmesi ve cogalmasli icin son derece elverislidir. Ayrica ttbullerin
tikanmasi dentin lenfinin sirkiilasyonunu da etkiler >'°.

Dentin lenfi pulpa kaynakli ekstrasellUler bir sivi olup ttbdlleri
odontoblast uzantilari ile doldurur. Dentin lenfinin akis yénu tikalh olmayan
tibdlllerde ve vital dislerde intrapulpal basin¢ ve kapillarite nedeni ile disa
dogrudur. Herhangi bir nedenle dentin dokusu acildiginda pulpa basinci
nedeni ile dentin kanallari icerisindeki sivi genellikle disariya dogru hareket
ederek kavitenin nemlenmesine neden olur. Kavitenin ne kadar nemli



olacagl yani dentinin gecirgenligi, kanallarin c¢apina, sayisina, kalan
dentinin kalinligina, dentin sivisinin konsantrasyonuna, icinde ¢ézinmis
bulunan maddelere ve smear tabakasinin varligina bagldir. Dentin, dentin
lenfi yizinden hidrofilik 6zelliktedir, bu ylzden hidrofobik olan kompozit
maddeler ile temasi sorunludur '8,

Dentin baglayici sistemler genel olarak (¢ asamada
uygulanir. Bunlar;

* Dentin ylzey kosullarinin degistiriimesi (dentin hazirlayici
uygulamasi, dentin conditioning)

*Adezyonu gugclendiren etkenlerin  kullaniimasi (primer
uygulamasi)

*Baglayici etkenin demineralize dentin ylzeyine infiltrasyonu
(baglayici uygulamasi)

Dentin YlUzey Kosullarinin Degistiriimesi

Dentin  hazirlayici  (conditioner) uygulanmasi, dentin
ylzeyinin ve tdbdllerinin demineralizasyonunu saglayip kollajen yapinin
ortaya cikarilmasini saglar. Bu islemde smear tabakasi ya tamamen
kaldirihr ya da modifiye edilir. Dentin hazirlayici ayni zamanda peritibdler
dentini ortadan kaldirip, dentin yUzeyini demineralize eder bdylece
hidroksiapatit yapir ¢6z0lir ve dentin tibdllerinin agilmasi ile 4 pm
derinliginde bir ylizey olusur >2'.

Dentin hazirlayicilar; %10’luk fosforik asit, %2,5’lik maleik
asit, %10’luk sitrik asit veya %2,5'lik nitrik asittir. Asit solusyonlarina demir
klorGr, kalsiyum klortr, aluminyum oksalat gibi maddeler eklenebilir. Bunlar
smear tabakasinin uzaklastirlma hizini etkiler ve regine baglanma
dayanikliligini arttirirlar.  Dentin  hazirlayici genellikle kaviteye 15-25
saniye(sng uggulanlr ve bol su ile yikanir. Daha sonra hava ile 3-5 sn
kurutulur >1947,

Asint hava ile kurutma kollajen liflerin ¢dkmesine neden
oldugundan ileride baglayici penetrasyonunu da etkileyebilir. Ayrica uzun
slire hava spreyi ile kurutmak, dentin sivisinin buharlasip yok olmasina ve
dolayisiyla odontoblast hiicrelerinin dentin tlbdlleri igine aspire olmasina
neden olur. Dentin ylzey kosullari EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit)
gibi selatoérler, lazer veya mikroabrazyon ile de degistirilebilir.
Mikroabrazyon yéntemi dentin ylzey kosullarini mekanik olarak
degistirebilir. Bu ydntemde aluminyum oksitin asindirici etkisinden
faydalanilir .



Adezyonu Gliclendiren Etkenlerin Kullanilmasi

Dentin ylzeyine, 1slanabilirlik dolayisiyla ylzey enerjisini
arttirmak amaciyla hidrofilik, 2-Hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
monomeri i¢ceren primerler uygulanir; agik dentin tlbullerine yayilarak
tibdlleri doldurur ve tabdl agizlarinda bir tabaka olusur. Bu sekilde dolu

g)lgn tibdller hem dentinde tutuculuk saglar hem de pulpaya girisi engeller

Primerler su, etanol veya aseton gibi ¢6ztcllerde ¢dzinmus
baglantiyi gelistirici maddelerdir.

Demineralize olmus dentindeki arttk smear tabakasi
arasindan gegen primer, eriyen hidroksiapatit kristallerinin biraktigi
bosluklari doldurur ve intertibller dentindeki kollajenler ¢evresinde ag
biciminde 1-5 pm kalinhdinda bir tabaka olusur. Kollajen, kopolimer ve
polimer ile sariimig hidroksiapatitten olusan recine ile gliclendiriimis, aside
direncli bu tabakaya “hibrit tabaka” adi verilmistir 3'819=1,

Primerin uygulanmasi pamuk peletlerle yapiimamalidir. Bu
islemde ya kucUk slUnger parcaciklari ya da tek kullanimlik firgalar
kullaniimalidir. Primerin bir 6zelligi de dentinin 1slanabilirligini artirmak ve
ylzeyel mikroporézitelere penetrasyonu kolaylastirmaktir.  Primer
uygulandiktan sonra kavite su ile yikanmaz. Yaklagik 20-30 sn yerinde
birakilir ve sonra 10 sn hava ile kurutulur.

Baglayici Etkenin Demineralize Dentin Yiizeyine infiltrasyonu

Primer uygulanmig dentin ylzeyine hem dentin hem de
regineye baglanabilen baglayici etkenler uygulanir. Baglayicinin icerigi;
Bisphenol glycidyl methacrylate (Bis-GMA), Triethylene glycol
dimethacrylate (TEGDMA), HEMA ve Urethane dimethacrylate (UDMA)

olabilir 31921,

Dentin baglayict etkenlerin kollajen liflerle karismasi,
monomerin elastikiyetini degistirir ve bdylece kompozitin polimerizasyon
bldzilmesini azaltir. Baglayici uygulamasindan sonra, baglayici madde
primer ile birlesir ve kimyasal bir tutuculuk saglar. Baglayici etken hem
hidrofilik hem de hidrofobik 6zellige sahip olup daha sonra uygulanacak
olan kompozit madde ile birlesir. Primere yapisan baglayicinin, kompozit
dolgu maddesinin uygulanmasindan evvel sertlesmis olmasi gerekir. Bazi
artnlerde primer ve baglayici tek bir sise icerisinde birlestiriimistir. Bu
maddeler kaviteye tek kullanimlik firca ile uygulandlktan sonra kuru hava
ile kurutulup yaklasik 10—20 sn isik uygulanir 3.



Baglayici etkenlerin intertlbller dentine penetrasyonlari
sonucu tubdler regine uzantilari olusur. Regine uzantilarinin dentin
tibdllerine adaptasyonu tam degilse hibrit tabaka ile primer arasinda ve
kollajen lifler cevresinde bosluklar olusur. Bu bosluklar reginenin baglanma
kalitesini etkiledikleri gibi nanosizintiya (nanoleakage) neden olurlar *23,

ilk kez 1995 yilinda Sano ve arkadaslar # tarafindan
gbsterilen nanosizinti, uzun sareli yapilan asit ile partzlendirme isleminden
kaynaklanir ve 6zellikle sivi gegisine izin verip nano dizeyde bir sizintiya
neden olur. Dolayisiyla mikrosizintt gibi blylk olmadigi igin
mikroorganizmalarin  gecisinde higbir etkisi yoktur. Klinik énemi
postoperatif agri ve pulpa irritasyonlaridir.

Nanosizinti, hibrit tabakasinda dentin ve baglayici etkenin
arasinda gerceklestiginden kenar sizintisi (mikrosizinti) ile hicbir iligkisi
yoktur. Nano dizeydeki bu sizintiyi etkileyen faktérler arasinda kullanilan
baglayici etkenin tird, uygulama teknigi, uygulama sdresi ve dentinin nem
orani belirleyici olabilir. Nanosizinti Uzerinde etkisi olan bu faktorler
asagidaki gibi aciklanabilir;

*Aseton iceren primerin akiciligi, su igerikli primerlere gore
daha ylUksek oldugundan dentinde daha az pordziteye ve daha az
nanosizinti olusumuna neden olur.

*Nemli baglanma nanosizinti olusumuna daha az olanak
verir.

*Asit ile purbzlendirmenin 15 saniye dstine c¢ikmasi hibrit
tabakanin kalinh@ini artinp baglanmayi azaltir ve nanosizintiyi fazlalastirir.

*Smear tabakasinin tim olarak kaldiriimadigr sadece

modifiye edildigi yontemlerde, kompozit ve dentinin baglanma& daha az
olmakta ancak nanosizinti da daha az olusmaktadir 82,

2.1.1.Dentin Baglayici Sistemlerin Siniflandiriimasi

Kompozit dolgu yerlestiriimesinden énce yapilan iglemlerde
(minenin asit ile pdrdzlendiriimesi, dentin hazirlayici, primer, dentin
baglayicinin ve mineye baglayici uygulanmasi) cesitli Gretici firmalarin
sundugu farkliliklar olabilir.

Kompozit dolgu maddelerini mine ve dentine baglamak igin
kullanilan dentin baglayici sistemler tarihsel gelisimine gbre, kimyasal,
mekanik, uygulama teknikleri ve klinik etkinlikleri gibi pek ¢ok
degisikliklerden gecerek farkli kusak baglayici sistemler gelistirilmistir. Son



geligtirilen dentin baglayici sistemlerdeki egilim ise icerik ve klinik
uygulama sayisini azaltmaktir.

2.1.2.Dentin Baglayici Sistemlerin Tarihsel Gelisimi

Dentin  baglayici  sistemlerin  farkliliklarindan  dogan
karigikliklari gidermek icin baglayicilar, kusaklarina gére
siniflandinimiglardir.

1.Kusak DBS: 1960’larda ve 1970’lerin basinda kullanilan
birinci kusak dentin baglayici sistemler, dentinin asitlenmesini
dnermezken, baglanmalar smear tabakasina tutunmaya dayanmistir. Bu
sistemler, Komonomer N-phenylglycine glycidyl methacrylate’in (NPG-
GMA) qgelistiriimesiyle hidroksiapatit kristallerine iyonik, kollajene ise
kovalent baglarla tutunmuslardir. Fakat hidrofobik 6zelliklerinden dolayi
baglanma dayanimlarinin dldsik olmasi, smear tabakasina zayif
tutunmaya (2MPa—6MPa) klinikte de kenar renklenmesine neden olan
dentin sizintisina ve tedavinin basarisiz olmasina neden olmustur.
Ornekler; Sevitron, Cosmic Bond 381922,

2.Kusak DBS: 1970l yillarin basinda gelistiriimis bu
sistemlerin cogu Bis-GMA veya HEMA’nin halofosfat esterleri olup,
adezyonlarl recgine icindeki negatif yUkli fosfat grup ile smear
tabakasindaki pozitif yUkli kalsiyum arasinda polar baglanti saglamak
seklindeydi. Bu tir DBS’lerin en 6énemli dezavantaji dentine degil smear
tabakasina baglanmalariydi. Ancak smear tabakasinin kohesiv
dayanikhligr disik ve bu tabakanin dentine baglanmasi zayif oldugu igin
bu etkenler yeterli bir baglanma saglayamamiglardir. Baglanma gugleri,
kompozitlerin polimerizasyon blzllmesi kuvvetlerine karsl
koyamadigindan kenarlarda bosluklar olugsmustur. Ornekler; Prisma
Universal Bond, Creation bonding agent, Clearfii Bond, Bondlite,
Scotchbond 31920:22,

3.Kusak DBS: 1980’lerin 3.kusak sistemleri, dentine
uygulanan fosforik asit ile smear tabakasini modifiye etmis ve ardindan
uygulanan fosfat ester tip baglayici etken ile baglanma gerceklestirilmigstir.
HEMA, 10-methacryloxydecyl dihydrogen phosphate monomer (10-MDP),
Dipentaerythritol  penta-acrylate monophosphate (PENTA) ve 2-
(Methacryloxy) ethyl phenyl hydrogen phosphate (Phenyl-P) gibi asidik
monomer, maleik asit ve metakrilik asit, etanol gibi farkli komponentler
iceren bu sistemler smear tabakasini tamamen yok edip veya modifiye
edip recinenin dentin igerisine penetrasyonunu hedeflemistir. Scotchbond
2 gibi sistemler baglanma gicund 12 MPa ile 15 MPa’a kadar
arttirmiglardir ve dentin kenar basarisizliklarini azaltmistir. Bununla
beraber, reginenin agik olan dentin tibulleri igine akigina ragmen, baglayici
reginenin hidrofobik 6zelligi ylzinden asit ile daglama islemi dentine
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baglanma gucuinde belirgin bir artis meydana getirmemigstir. Ayrica bu
sistemlerde, zamanla olusan kenar renklenmesi klinik basarisizliga neden
olmustur. Ornekler; Scotchbond 2, Tenure Bond, Gluma, Prisma Universal
Bond 3, Syntac, XR Bond, Probond 318192022

4.Kusak DBS: 1990’larin baslarindaki 4.kusak baglayici
sistemler, asitle daglanmis dentinde kullaniimak Uzere tanitildilar. Bu
sistemler, 3 basamakli olup, %10 ya da %32 oraninda fosforik asit iceren
asit jel, etanol, aseton ya da su icinde HEMA gibi bir hidrofilik monomer
iceren primer sollisyon, doldurucu icermeyen baglayici etken icerir. Primer
ve baglayici etken asitlenmis dentine uygulaninca, intertibUler dentine
penetre olup, recine-dentin arasi diflizyon zonu ya da diger adiyla “hibrit
tabakas!” olugsmaktadir.

24 25

Fusayama ve Nakabayashi recinenin  dentine
penetrasyonunu yliksek baglanma glici ve dentin kapaticiligi elde etmek
olarak tanimlarken, Kanca 2® bu sistemlerle nemli bagdlanma fikrini
getirmistir. Dentinin asitlenmesi sadece smear tabakasini uzaklastirmakla
kalmaz, ayrica dentin ylzeyindeki mineral apatit yapinin bulylk
cogunlugunu c¢dzerek kollajenlerin agiga ciktigi bir tabaka olusturur.
Kanca’'nin gelistirdigi nemli baglanma uygulamasinda, agiga ¢ikan kollajen
yapinin dogal hali korunarak, baglayicinin penetrasyonu ile hibrit
tabakasinin olugsmasi saglanir.

Dérdincl  kusak dentin  baglayici  sistemlerin  dentine
baglanma glcl dasUkten orta dereceye (20 MPa) kadar dedgisiklikler
géstermis ve daha Onceki kusak dentin baglayici sistemlerle
karsilastirildiginda kenar sizintisini azaltmistir /. Bu etkenler, Multi
purpose baglayicilar, ayrica metal ve porselene de baglanabilmektedir.
Ornekler; Mirage Bond, Opti Bond FL, Scotcbond 2, All Bond 2, Clearfil
Liner Bond, Scotchbond Multi Purpose Plus, Pro Bond, AmalgamBond,
Bayer 2000 3,18,19,20,22.

5.Kusak DBS: Bircok sayida sise ve basamagin Kklinik
kullanimi dis hekimlerinin daha sadelestiriimis baglayici sistemleri
sorgulamasina neden olmustur.

1990’larin ortasina dogru tanitilan 5.kusak dentin baglayici
sistemler ylksek baglanma gicl gdstererek primer ve baglayiciyi tek bir
sistemde (Tek Sise, One Bottle) birlestirdi 2. Genelde aseton esasli olup
nemden etkilenmezler. igeriklerinde Bis-GMA, BPDM (Biphenyl
dimethacrylate) veya HEMA bulunur. Kontrolli asitleme iglemi, ylzey
nemliligi ve regine yerlestirme islemi ise bu sistemlerde de klinik bir sorun
olarak devam etmistir. Ornekler; Prime&Bond NT, Syntac Single
Conponent, Opti-Bond Solo, Single Bond, Excite, Solobond M '819:20.22,
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6.Kusak DBS: 2000’in baslarinda tanitilan metakrilat fosforik
ester esasli, 6.kusak dentin baglayici sistemlerde dentin hazirlayici, primer
ve baglayici uygulamasi tek basamakta birlestiriimistir. Fakat bu sistemler
uygulamadan 6nce karistirmayi gerektiren iki komponentli sistemlerdir.

Bu tip sistemlerin 6nceki sistemlere goére tedavi sonrasi
duyarliigi azalttigi tespit edilmistir. Fakat mine ve dentine baglanma gicu
4. ve 5. kusak dentin baglayici sistemlerden daha distk olarak
belirlenmistir 2. Ornekler; Promopt L-Pop, One-Up Bond.

7.Kusak DBS: Bu kusaktaki dentin baglayici sistemler
2002’nin sonlarina dogru tanitilmis ve asit, primer ve baglayici tek bir
sisede birlestirilmistir. Bu sistemler aseton/su ¢ézlcusu icinde UDMA ve 4-
Methacryloxyethyl trimellitate anhydride (4-META) icerigine dayanir ve
gsyz%ulama Oncesi karistirmaya gerek yoktur, direkt uygulanabilmektedir

Laboratuvarda yapilan galismalar baglanma giici ve kenar
értictliginin 6. kusak sistemlerle esit oldugunu gdstermektedir 2°. Ornek;
i-Bond, Clearfil S* Bond, Optibond All-In-One, Xeno 1V, G-Bond.

Kusaklarina gére dentin baglayici sistemler, klinik uygulama basamaklari,
icerikler, uygulama sekilleri ve 6rnekleri Tablo 1’de gdsterilmigtir.

12



Tablo 1: Kusaklarina gbére dentin baglayici sistemler

Basamak Co . -
Kusak sayisi Icerikler Uygulama Sekli Ornekler
1 > NPG-GMA, M|rJey| asitle, Cosrmc Bond,
baglayiciyi uygula Sevriton
. Mineyi asitle, Clearfil Bond,
2. 2 Bis-GMA, HEMA baglayiciyl uygula Scotchbond
L . .| Tenure,
3 3 I;Ee'\ﬁAl,-;)O-MDP, PENTA, lI\J/I|nﬁ|ye|l asitle, primeri Scotchbond 2,
y y9 Probond
Asit jel . L
NE Tl st prrr | ALSOND
Bis-GMA, HEMA-baglayici ¥
Prime&Bond,
One-Step,
5. 2 Bis-GMA, BPDM, HEMA Total asitle, Single Bond,
baglayiciyi uygula Optibond,
Clearfil LBIl & SE
Bond
6. 1 Metakrilat Fosforik Ester Kepdinden asitl Prompt L-Pop,
baglayiciyr uygula One-Up Bond
i-Bond, ,
. - Clearfil S* Bond,
7. 1 UDMA, 4-META pendindenasiti | Optibond All-In-One,
giayicly uyg Xeno |V,
G-Bond

2.1.3.Dentin Baglayici Sistemlerin Uyqulama Sayilarina Gore

Siniflandiriimalari
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A- Uc Asamali Baglayici Sistemler

Ug asamali sistemler, cok basamakli ya da 4.kusak baglayici
sistemlerdir. Bu sistemler, ilk olarak mine ve dentinin fosforik asit ya da
diger uygun bir asitle daglanmasini takiben, primerin uygulanmasi ve daha
sonra bir baglayici reginenin yerlestirilmesini icerir.

Kullanilan fosforik asitlerin ¢ogu jel formundadir ve pH
degeri; %10’luk konsantrasyonda 0,8, %32’lik konsantrasyonda 0,1 ve
%37’lik konsantrasyonda -0,1°dir. %32 ve %37’lik konsantrasyonda fosforik
asit icin minede uygulanma slresi 15 sn olarak bildirilmistir.

Asitle daglama igleminin ardindan bir firgca ya da aplikat6r
yardimiyla mine ve dentin ylzeyine primer uygulandiktan sonra, ¢ézicu ve
suyun buharlasmasi icin ylzey hafifce kurutulur. Etanol ¢ézlci ve suyu
uzaklastirmak icin, aseton ¢dzlcl ve suyu uzaklastirmaktan daha fazla
zamana ihtiyag¢ vardir. Primerin uygulanmasiyla dentin ile baglayici regine
arasinda kuvvetli bir baglanti olusturulur. Primerin icinde kullanilan
hidrofilik ve iyonik olan monomerler, aseton ya da etanol gibi bir
¢bzlcindn iginde c¢ézinmis halde bulunur. Primerin hidrofilik 6zelligi
sayesinde, nemli agiz ortaminda bulunan mine ve dentin ylzeyi ¢ok iyi bir
sekilde islatiimis olur. Bazi sistemlerde, kendinden sertlesebilen baslaticiyi
diger monomerlerden ayirmak amaciyla primerler iki ayri siseden
olusmaktadir.

Baglayici regine, primer ile uygulanan kompozit dolgu
arasindaki bosluklari kapatmak igin kullanilir. Primerin Gzerine uygulanan
baglayici recgine, 1sik uygulanarak polimerize edilir. Baglayici recineler
hidrofilik primerle iyi bir temas ve baglanti saglayabilmek igin hidrofilik
karakterde olmalidir. Bu ylizden HEMA gibi hidrofilik monomer igerir.

Uc asamali sistemlerin avantaji; primer asidik monomer
(hidrofilik, iyonik) icerirken, baglayici recine hidrofilik monomer olarak
HEMA (iyonik olmayan, nétral) icerir. Isikla sertlestirmeyi takiben, baglayici
regine, asidik monomer iceren primer/baglayicidan ¢ok daha az hidrofilik
6zellikte bir tabaka olusturur. Bu sekilde ¢cok daha nemli bir bariyer elde
edilmig olur. Bu tip nétral baglayici reginenin oksijen inhibe edilmis
tabakasi, kendinden sertlesen kompozitlerle uyusmazlia neden
olmaz®'#2",

Bu sisteme drnekler; ALL-BOND2, Optibond FL, PermeQuik
ve Scotchbond MP Plus’tir.
B- ki Asamali Baglayici Sistemler

Baglayici sistemlerin kullanimini kolaylastirmak amaciyla 2
asamall sistemler gelistirilmigtir. GUnUmUzde iki farkli tipte, 2 asamali
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sistem mevcuttur; 1)Total asitleme sistemi, 2) Kendinden asitli sistem.
Sistemler  arasindaki  farklilk  asit uygulama  asamasindan
kaynaklanmaktadir.

1) Total asitleme sistemi

ilk gelistirilen 2 asamali sistemlerde primer ve baglayici
regine birlestiriimistir (6rnek; Prime&Bond, ONE-STEP). Dentin tubdlleri ve
aciga cikmis kollajende yeterli 1slatma ve penetrasyonu saglayabilecek
derecede gereken viskoziteyi azaltmak icin aseton ve etanol gibi ¢cézlculer
kullanilmigtir. Bu sistemlerin avantaji kullanim kolayligi iken, dezavantaji
ise I1sIk uygulamasi gerekliligidir. Bu sistemlerin kendinden asitli sistemlere
gOre avantajl ise mineyi guclu bir sekilde daglama 6zellikleridir.

iki asamall, total asitleme teknigine sahip baglayici
sistemlerden bazilari; Bond 1, Cabrio, Dentastic UNO, Excite, Integra
Bond, One-Coat Bond, ONE-STEP, Optibond Solo Plus, PQ1,
Prime&Bond NT, Snap Bond, STAE ve Single Bond'dur **°,

2) Kendinden asitli sistem

Son zamanlarda 2 asamali sistemlerde primer ile asit
birlestirilip, kendinden asitli primer ya da yikanmayan dentin hazirlayici
elde edilmistir. Bu primer, kopolimerize olabilen, ¢ok kuvvetli olmayan bir
organik asit, HEMA ve suyun birlestiriimesi ile olusturulmustur. Pek cok
orta derecede kendinden asitli primerler de (pH’s1 2,0’nin Ustlinde) dentin
smear tabakasi degistiriimekte fakat minede asit uygulamasi cok etkili
olmamaktadir >°.

Orta dereceli 2 asamali kendinden asitli sistemlerde, en sik
kullanilanlardan biri Clearfil SE Bond’dur. Bu isikla sertlestirilen, kendinden
asitli primer ve baglayici recine iceren bir sistemdir. Orta dereceli
kendinden asitli sistemlerden digerleri; Adhese, FL Bond, Liner Bond 2V,
S/E Optibond Solo Plus, Panavia, SE Bond, SE Bond Plus, Unifil Bond’dur.

Bu sistemlerin avantaji, smear tabakasinin uzaklastiriimayip,
degistiriimesidir. Bdylece tedavi sonrasi duyarlihdin azaldigi bildirilmigtir.
Asitle daglama ve primer uygulamasi ayni derinlikte penetrasyon
olusturmaktadir. Kendinden asitli primer uygulanmadan &nce kavite
kurutulmaktadir. Bu da total asitleme teknigindeki, nemliligi tespit etmedeki
gUclagi ortadan kaldirmaktadir.

Dezavantaji ise, primerin asiditesinin sklerotik dentin, tersiyer

dentin ve kesilmemis minede yetersiz olmasidir. Bu yUzden pit&fisstr
6rtlculerinin yerlestiriimesi ve ortodontik uygulamalarin baglanmasinda
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kullanilamaz. Kesilmemis mine alanlarina baglanti saglanmasi icin, SE
Bond sistem, ilk asamada fosforik asitin kullaniimasini énermektedir.
Ayrica, uzaklastirimamis smear tabakasinin, ¢lrik lezyonu, bakteri, kan,
artik tkaruk proteinleri ve kesilmis dis yapilarindan debris igerebilmesi de
diger bir dezavantajdir. Kendinden asitli sistemlerin direkt uygulanan, isikla
sertlesen recine kompozitlerde ve kompomerlerde kullaniminin sinirli
oldugu belirtiimistir. Buna ilave olarak direkt yapilmayan onarim
islemlerinde de kullaniimasi énerilmemektedir '°.

Orta  derecede kendinden  asitli  primerlerin  bu
dezavantajlarini ortadan kaldirmak igin 2002 yilinda, daha agresif sistemler
olan TYRIANSPE/ONE-STEP PLUS ve Simplicity tanitilmistir. Orta
dereceli kendinden asitli sistem olan Clearfil SE Bond primerin pH degeri
2,7 iken, TYRIANSPE/ONE-STEP PLUS sistemde primerin pH’si 0,4 ve
Simplicity primerin pH’si 0,4 olarak bildirilmistir .

C-Tek Asamali Baglayici Sistemler

Baglayici sistemlerdeki en son gelisme, kendinden asitli
primer ile baglayici recinenin tek bir sistemde birlestiriimesidir.

Bu sistemlerle ilgili yapilan calismalarda farkh sonuglar
bildirilmistir. Uygulama &ncesi asit ile recine karistirildigindan, asidik
bilesigin camphorquinone ile kullanilan amine Gzerindeki olumsuz etkisinin
Ustesinden gelinmesi icin fotoinitiyatér sistemde degisiklikler yapilmasi
gereklidir. Yapilacak modifikasyonlarin bir tanesi, CQ-amine sistemi
tamamlamak icin Na aryl-sulfinate gibi bir katalizér sistemin
yerlestiriimesidir. Diger bir olasilik da, fotoinitiyatér olarak phosphine
oxides kullanimidir, fakat bu uygulama LED (Light Emitting diode), LASER
(Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) ve bazi PAC
(Plasma Arc curing light) i1sik sistemlerinin kullanilmasini sinirlandirir.

Bu sistemlerin kullanim kolayhdinin olmasi en &nemli
avantajidir. Dezavantajl ise, sistemin yuksek hidrofilik ve asidik 6zelligi
yluzlnden, yiksek su gecirgenligi ve kendinden sertlesen kompozit ve
kaide maddeleri ile uyumsuz olmasidir. Bununla birlikte bazi vakalarda da,
sistemin asiditesinin sklerotik dentin ve minede daglama olusturmak igin
yetersiz oldugu gdsterilmistir 237,

Tek asamali sistemler; AQ Bond, Etch&Prime, Futura Bond,
i-Bond, One Up Bond F, Adper Prompt L-Pop, Reactmer Bond, Xeno CF
Bond, Xeno 3'tlr 3°.

2.2.Dis Onarim Maddelerinin Biyouyumluluk Testleri
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Biyouyumluluk, bir maddenin 6zel bir uygulamada belirli bir
konak savunmasi varliginda fonksiyon gd&stermesi olarak tanimlanir.
1996'da yayinlanan Avrupa Standartlarina gére biyouyumlu bir madde
higbir risk tagimamalidir.

Agiz boslugu icinde kullanilacak olan madde ideal olarak, dis
eti, mukoza, pulpa ve sert dokulara zararsiz olmahdir. Ayrica, sistemik
toksik yanit ile teratojenik ve karsinojenik etkilere neden olabilecek, kan
dolagiminca absorbe edilecek toksik 6zellikte, acida ¢ikan ya da diffliz
olabilen maddeler icermemelidir. Bunlarin yani sira duyarlilik ve alerjik
yanit gelistirebilecek nitelikte olmamalidir.

Tedavi amaciyla kullanilan maddelerin biyouyumlulugunun
belirlenmesinde sitotoksite, genotoksisite, mutajenite, karsinojenite ve
histouyumluluk gibi pek cok parametre kullaniimaktadir >®.

Dis onarim maddelerin farkli biyolojik yan etkilerinden dolayi
biyouyumluluk degerlendirmesi tek bir teste dayandinimayip planh ve
yapilandiriimis yaklagimlar Uzerine kurulmalidir. ilk olarak, maddenin
yaptigi olasi hasar, eldeki veriler, uygun ve vyapilabilir biyolojik test
yontemleri dikkate alinmahdir. Bu amagla modern deney yaklasimlarinda,
Uzerinde calisilacak test maddesine uygun testleri yapabilecek uzman
kisilere ihtiyag vardir. Genelde, standartlarin kullanimi daha iyi
karsilastirma yapabilmek igin tercih edilmektedir. Diger test ydntemleri de
uygun ise secilebilir .

Modern  bilimsel  biyouyumluluk  test  yaklasimlari,
gerekmedikge hayvan deneylerinden kaginarak, hizli ve maliyeti disuk test
yontemleri Gzerine kurulmaktadir. Onceden in vitro deneylerde, maddenin
kullanildigi 6zel klinik kosullar dikkate alinmadigindan, giniimizde modern
yaklagimlarda in vivo kosullarin énemli parametrelerini mimkin oldugunca
benzer bicimde taklit etmeye calisiilmaktadir. Bu, madde ve hedef hiicre
arasina uygun bir bariyer yerlestirerek ya da maddenin yarattigi biyolojik
etkileri 6lgmek igin Kklinik olarak uygun isaretleyicileri secerek
saglanabilmektedir. Bu yaklagsimdan, hayvan testleri sayisinin
azalabilecegi sonucu dogmaktadir. Bu ydntemlerin kullanimi ayrica,
biyolojik reaksiyonlarin arkasinda yatan mekanizmalarin (mekanik
yaklasim) daha iyi anlasilabilmesi ile dis onarim maddelerin
biyouyumluluklarinin tanimlanmasinda yardimci olabilmektedir'.

in vitro biyouyumluluk testlerinin amaci; bir maddenin
vicudun herhangi bir dokusu Ustline ya da icine yerlestirilince olusacak
biyolojik reaksiyonlari géstermektir. Bu ydntemler, yeni gelistirilen bir
maddenin, hayvanlarin kullanildigi deneylere nazaran maliyeti daha disik
olacak sekilde incelenmesini saglar ve bdylece klinik uygulamalardaki
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beklenmeyen etkiler dnceden tespit edilmis olur. Maddenin ilk olarak
laboratuvarda test edilmeden, hayvanlar (izerinde denenmesi hem zaman
alici ve maliyeti artirici hem de etik degildir 7.

in vitro biyouyumluluk modellerinin gelistiriimesinde bazi
sorunlar vardir. En 6nemli problemler;

1- Benzetim deneylerinin tasarlanmasi igin belirgin in vivo
biyolojik reaksiyonlarin tanimlanmasi
2- Uygulamasi basit ve laboratuvar sonuglari birbirleriyle

uyumlu in vitro calismalarin tasarlanmasidir 7.

En eski yontemlerden olan sitotoksisite testleri, digerlerine
nazaran tasarlanmasi oldukga kolay ve hayvan modellerine gére daha az
kompolikasyonlarin olustugu testlerdir. Sitotoksisite testleri, biyolojik sureci
g6steren diger pek cok test ydntemleri olmasina ragmen, hala siklkla
kullanilan bir ydntemdir. Diger yéntemlerde, sitotoksik reaksiyonlara
nazaran, doku reaksiyonlari ¢cok daha uzun bir strecte gortlir. Bu diger
suregler;

* yang! (inflamasyon)
* bagisikhk (immdn) reaksiyonlari
* mutajenitedir .

Bir degerlendirme ydntemi secgerken, sorulmasi gereken
soru, in vitro testlerden hangisinin en kullanish ve kolay olacagidir.
Sitotoksisite testleri, toksik maddeyle 12—24 saat temas eden hiicrelerdeki
sinirl etkileri élcebilir. Konak hicreler, kimyasal yaralanmadan sonra
iyilesebilir ya da Glebilir. Fakat bazi in vivo biyolojik reaksiyonlar sitotoksik
degildir ve 24 saat sonunda olugurlar. Ornegin; iltihabi ve immun
reaksiyonlar. Bu ylzden, hayvan modellerinde, sitotoksisite testi ile pulpa
reaksiyonlari arasinda zayif bir iliski vardir 7.

2.2.1. Biyouyumluluk Testlerindeki Yeni Yaklasimlar

i.Basit (tek) Testler

Dis onarim maddeleri icin, dis pulpasi ve dis eti/mukoza
dokulari ilk hedef dokulardir. Farkli hayvan deneylerinde maddelerin bu
dokulara etkisi incelenmistir. Sikga kullanilan bir test ydntemi olan
pulpa/dentin  kullanimi  testi, Langeland ve arkadaslari tarafindan
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gelistirilmistir ®. Test maddesi hazirlanan sinif 5 kavitelere yerlestirilir.
Pulpa reaksiyonu, farkli zaman araliklarinda, histolojik olarak
degerlendirilir.Kalan dentin miktari, maddeyle olusan etkinin azaltiimasinda
6nemli rol oynar. Bu testlerde ayrica, test maddesi ile kavite tabani
arasindaki bakteri tabakasinin etkisi de degerlendirilebilir. Bu test, blyuk
dlctide klinik kosullari yansitabilen test yaklasimlarindan biridir'.

Aution *, kiiciik laboratuvar hayvanlarinda, farkli hiicre kiltir
teknikleri uygulamistir. Maddeler intramiskller ya da subkitan olarak
yerlestirilmistir.  Yapilan pek c¢ok calismada elde edilen sonuglar
birlestiriimis ve toksisite degerlendirilmistir. Maddelerin kullanildigi testler,
hicre kultir ya da implantasyon testleri, dis onarim maddesinin lokal
etkileri Gzerine érnegin, sitotoksik reaksiyon ya da iltihabi cevaplar tzerine
yogunlasmaktadir. Fakat biyolojik maddeler alerjik, mutajenik, timorjenik,
Eeratojenik ya da organa 6zgu toksik reaksiyonlara da neden olabilmektedir

ii.Tarama Testleri

Sistemli bir yaklasimi ilk olarak Aution *, 3 seviyeli olarak
bildirmistir;

1) Spesifik olmayan toksisite (hiicre kiltirl ya da kiguk
laboratuvar hayvanlari)

2) Spesifik toksisite (uygulama testi, érnegin subhuman
primatlarda)

3) Insanlarda kullanim testleri.

Aution’a % goére, spesifik olmayan ydntemde, maddenin

uygulanmasinin klinik kosullari teste yansitiimamalidir. Spesifik ydntemde
ise biyolojik model kullanimi ile maddenin gercek klinik kullanim kosullar
taklit edilmektedir.

Langeland 3%, 1984’te, ISO (International Organization for
Standardization) Teknik Raporu 7405’te onaylanmis, FDI (World Dental
Federation) Standartlarindaki énerisinde;

1)Baslangig testleri (sitotoksisite, sistemik toksisite, mutajenite),
2)Ikincil testler (duyarhlik, ekin (implantasyon) testleri, mukoza irritasyon),
3)Kullanim testlerinin yapiimasinin gerekli oldugunu belirtmigtir.

Her iki yaklagimda da, dis onarimi i¢in kullanilan madde,
sirayla basitten karmasiga dogru, in vitrodan hayvan deneylerine,
preklinikten insanlardaki klinik cgalismalara dogru test edilmelidir. Yeni
geligtirilen bir madde birinci basamakta basarili oldugu takdirde ikinciye
gecebilmeli ve Ug¢lnclde de basarili olabilmelidir. Bu isleme gére, toksik
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olan bir madde birinci basamakta elenirken, basarili olani diger testlere
gidebilmektedir.

Fakat klinikte basarili bir sekilde kullanilirken, birinci seviyede
siddetli toksisite gdsteren, drnegin cinko oksit ile 6éjenol gibi mevcut dis
onarim maddeleri vardir *. Bu iki yaklasima gére, bu tipte ise yarar degerli
maddeler kullanim disi kalmaktadir, dolayisiyla dis hekimligi icin uygun
olmamaktadir.

iii.D0zenleyici Testler

Avrupa Birligi 93/42 (Tibbi Grin gelistiriimesi; Medical Device
Development, MDD) Onergesi, tibbi drtnler icin kabul edilebilir bir
guvenlik, etkinlik ve kalitenin garantilenmesini saglamaktir.

MDD’e gbre, glvenilirlik sadece hasta ile sinirlh degildir,
kullanici ve Uglncl sahislart da ilgilendirmektedir. Gunkl bulgular, dig
hekimligi personelinin, biyolojik olarak aktif, katlasmamis maddeler ile
yakin temasiyla, ylksek oranda risk grubuna girdigini, deri irritasyonlari ve
alerjik reaksiyonlarin oldugunu géstermektedir. Ozellikle kompozit recineler
ve dentin baglayici etkenlerle, eldiven giymenin tam bir koruma
saglamadigi  aciktir % Ayrica, medikal bir Urinin  glvenlik
degerlendirmesi bir risk analizidir. Bu bir rehber ya da standart esliginde
gerceklestirilebilir. Fakat islem sistemli yaklagsimda oldugu gibi mekanik
degildir, her madde konuyla ilgili bir uzman tarafindan degerlendirilmelidir’.

iv.Standart Testler

Dis hekimliginde kullanilan maddelerinin biyolojik olarak test
edilmesi icin ADA (American Dental Association), ANSI (American National
Standards Institute), DIN (Deutsches Institut fir Normung), AFNOR
(Association Francaise de Normalisation) ve ISO (International
Organization for Standardization) standartlar, MDD (Avrupa Birligi
Onergesi) aktif hale gelmeden 6énce gelistiriimistir. Bu bilgiler tibbi Grdn
biyolojik testleri icin ISO standart serisi 10990 gibi yeni standartlar
gelismesine neden olmustur. Bu standartlar, horizontal standartlar olarak
gelismis olup tim tibbi Grtnler icin uygulanabilir niteliktedir. Sadece test
secimi igin rehberlik etmekle kalmaz ayni zamanda sitotoksite, mutajenite,
sistemik toksisite ve duyarliligi test etmek igin yeni yéntemler de igerir.
Klinik testler ve risk analizi gibi diger standartlarla tamamlanir. Viyana
antlagsmasina gére, mevcut ISO standartlar, Avrupa Standartlarina (EN)
uygun oldugunda uyarlanabilir fakat diger Ulkelerle EN standartlar
arasindaki uyusmazliklar dikkate alinmaldir.
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Tibbi Grlnler 400.000°den fazla farkh madde igerir. Bu
ylzden tibbi Grlnlerin spesifik gruplarinin biyouyumluluklarini arastiran
6zel ekipmanlar gereklidir ve semihorizontal standartlar icinde
degerlendiriimelidir.

Dis onarim maddelerinin biyouyumluluklarinin
degerlendiriimesi icin, ISO 7405 standardi henliz kabul edilmis olup, bu
semi horizontal standartlara dabhildir ve tibbi Grlnler (dis hekimligi
maddeleri grubu) icin basilmistir. ISO 7405; Avrupa Birligi Dis hekimligi
Madde Standardi 1641’in bir parcasidir ve bu ylizden MDD regulasyonu
icinde uygulanabilir. Vertikal standartlar, implantlar gibi 6zel Griin gruplan
icin uygulanabilir .

Dis onarim maddeleri i¢in farkl standartlarin koordinasyonu,
ISO 10993 bdlim 1’in kabdll ile teminat altina alinmistir, bu standart
horizontal, semi horizontal ve vertikal standartlardan test se¢imi igin temeli
olusturur.

Bu sistemde, bazi standartlar test sekline genel yaklagim
(*stratejik standartlar) digerleri de o6nerilen test ydntemleridir (*yéntem
standartlari) .

*Stratejik Standartlar

Risk analizlerini saptamak icin rehber EN 1441 ile
saglanmigtir. Risk analizleri, Grlin igin mevcut tim verileri dikkate almalidir.
Ornegin, kimyasal veriler (¢6zUnUrlik, korozyon), fizikomekanik veriler
(sertlik, sizinti) gibi ve ayrica canli dokular Uzerine yapmis oldugu etkileri
bildiren histolojik bilgileri de énemsemelidir. Ayrica, Urln kullanimindan
olusabilecek olasi zarar tespit edilmelidir. Dis onarim maddeleri igin, dis
pulpa ya da dis eti/mukoza dokulari igin olasi zarar ve alerjik ve/veya diger
sistemik reaksiyonlar dahil edilmelidir '

Risk analizleri yapilirken, sonug¢ hatal ¢ikabilir. Dogru bilgiye
ulasabilmek icin ilave testler secilmelidir. Bu test secimleri icin ISO 10993,
bdlim 1 rehberlik eder.

ISO 10993—-2 deney hayvanlarinin korunmasi Uzerinedir.
Test amacgh hayvan kullanmadan 6&nce, hicre Kkaltir ydntemlerinin
kullaniimasini vurgulamaktadir. Helsinki Deklarasyonuna dayanan, klinik
testler icin standartlar, insanlar Gzerinde test yapilmadan 6nce diger
modellerin kullaniimasinin tartisilmasi gerekliliginin altini  ¢gizmektedir.
Sistemli yaklagimin tersine, ISO 10993—-1 ve EN 1441 sadece karar verme
asamasinda rehberlik eder. Son karar uzman gérlsine dayanir. Bu
yluzden bu yaklasimda uzman ¢ok énemli bir role sahiptir.
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*Yontem Standartlar

Yéntem standartlarinin érnekleri ISO 10993 bélim 3-6, 10
ve 11’dir. Ayrica degradasyon Uzerine standartlar ISO 10993 standartlari
icinde hazirlanmistir. Bu standartlar horizontaldir. Semi horizontal 1SO
7405 standartlari ile birlestirilerek dis hekimligindeki onarim maddeleri igin
hazirlanmistir .

ISO 7405; I1ISO 10993te deginilmeyen, kullanim testleri
Uzerinde yogunlasir. Dis onarim maddeleri igin pulpa/dentin testi ve
endodontik maddeler igin pulpa kaplama/pulpektomi testini igerir. TUm test
ybntemleri genelde maymun, minyatlr pig ya da yaban gelincigi gibi
hayvanlar Gzerinde yapilir.

Hucre kiltir yontemleri ISO 10993 bélim 1’de belirtilmistir.
ISO 10993-5te testler cok genel terimlerle tanimlanmis ve pek cok farkl
yontem ve islem icermektedir. Fakat bu dis hekimliginde kullanilan
maddeler icin yapilan 6zel hicre kuoltirindeki bilgileri tam olarak
yansitmaz. islemlerin detayl tanimlanmasi, sonuclarin daha iyi bir sekilde
karsilastirilabilmesini  saglayarak, standartlarin olugsmasi asamasinda
oncelikli olarak énem tasir. Bu ylzden ISO 7405 icinde, dis maddelerinin
test edilmesine iliskin oldukga fazla bilgi igceren, 6zel kiltlr testleri dahil
edilmigtir. Eger uzman, bir maddeyi incelerken yaptigi testi yetersiz
bulursa, I1ISO 10993-5’in icinde yer alan herhangi bir alternatif testi
kullanabilir. Ayrica, ISO 7405, dis onarim maddelerinin hicre kaltar
testinde, dis, dentin bariyeri gibi anatomik kosullari da dikkate alarak yeni
test yaklasimlari icermektedir.

ISO 10993-3; genotoksisite, karsinojenite ve toksisite
testlerini igerir. Bu yéntemler son yillarda ¢ok fazla dikkat ¢ekmektedir.
Karsinojenik etkinin, klinikte gérilebilmesi igin uzun sareli temas gerekir ve
bu etki Ustline sistemik arastirmalar yoktur. Bakteri ve memeli test
sistemleri icinde in vitro mutasyon testleri énceliklidir. Bunun nedeni,
onemli karsinojenlerin mutasyon testlerinde tespit edilebilmesidir . Bazi
dentin baglayici sistemler mutajen bulunmustur %%, Bu tip testlerde,
gluteraldehit ve boran Urdnleri pozitif sonug vermistir. Diger arastirmacilar
da, kompozit reginedeki bazi komponentlerin genotoksik etki gdsterdigini
bildirmigtir. Bu verilerin nasil yorumlanacag: ise ginimuize dek belirsiz
kalmistir. Fakat test sistemlerinde kullanilan madde miktari, Kkilinikte
kullanilandan daha yiksek oldugu icin hasta icin risk minimal
g6rinmektedir. Yine de, dis hekimligi personeli problemler hakkinda bilgi
sahibi olmali ve maddeye dokunmadan uygulama yapmalidirlar.

Standartlarin avantaji, farkli laboratuvarlardan gelen verilerin

daha iyi karsilastirilabilmesiyle Gretimin artmasini saglamasidir. Diger bir
yandan, standardizasyon testlerinin secimi ve resmi onay verilmesi igin
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oldukca zaman alici asamalar gerekmektedir. Modern yaklasimlara gére
standart testler uygun olunca, standart olmayan testler ise &6zel bir
problemi ¢6zmeye daha uygun ise yapilabilir .

Calismamizda dentin baglayici sistemlerin  genotoksik
6zelliklerini degerlendirmek amaciyla in vitro olarak insan lenfositlerinde,
maddelerin kdltirde kullanilan elisyon madde miktarlari ile calisiimigtir.
Dentin baglayici sistemlerin elisyonlart ISO 10993—-12 standartina gére
hazirlanmistir 4°.

2.3.Maddelerin inhibitor Ozelliklerini Belirleyen
Yoéntemler

2.3.1.Aqgar Disk Diflizyon Testi

Maddelerin  bakteriyostatik veya inhibitér  etkinligini
saptamaya yonelik bir test olan agar disk diflizyon testinde, standart
bakteri inokulumu, agarda, belirli konsantrasyonlarda test maddesi
emdirilmis  steril kagit disklerle karsilastirihr.  Agar, besiyerinin
katilastinilmasi amaciyla kullanilan bir besiyeri bilesenidir. Agar,
besiyerlerine amaca gére % 0,05-3 gibi genis bir sinirda ilave
edilebilmektedir. Besiyeri bilesiminde agar haricinde su, pepton ve tuz,
ayrica gerekli géraldigiinde bazi besiyerlerinde kan, serum, maya 6zuti
gibi zenginlestirici maddeler, antibiyotik, metilen mavisi, malasit yesili,
eosin, bizmut gibi inhibitérler ve pH indikatdrleri de bulunabilmektedir *'.

Agar disk difizyon testinde kullanilacak olan bakteriler, Brain
Hearth Infusion (beyin kalp inflzyonu, BHI) sivi besiyerine pasaj yapilarak
canlandinlir. Standart bakteri inokdlimi 0,5 McFarland standardi
bulaniklihdiyla karsilastirilarak ayarlanir. Steril pamuk uclu ekivyon ile 350
ul alinarak, BHI agar ytuzeyine homojen bir sekilde yayilir. Daha sonra, test
edilecek madde emdiriimis diskler agar ylzeyine yerlestirilir. Disklerin
birbirinden en az 2,5 cm mesafede olmasina dikkat edilir. Bakteri ekilecek
disklerin yerlestirildigi plaklar 37°C’de 15 dakika siireyle kurutulup, 37°C’de
48 saat siireyle uygun etiivde inkiibe edilir. inkilbasyon siiresi sonunda
diskler etrafindaki inhibisyon zon c¢aplari (Ureme &6nlenim alani) “mm”
olarak belirlenir *'.

Maddenin molekuler blyUkligu ve elektrik yukd, agar igindeki
difizyon derecesini etkilemektedir. Bu nedenle, antimikrobiyal etkinligi
Olgilen her maddenin farklh  bOyUklikte Gdreme &nlenim zonu
olusturabilecegi bilinmektedir '°.

Agar disk diftizyon testi tercih edilen bir yontem olmasina
ragmen bazi dezavantajlari da vardir;
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1)En  6nemli dezavantaji dis hekimliginde kullanilan
maddelerin bakteriyostatik ya da bakterisid oldugunu ayirt edememesidir.

2)Ayrica test edilen mikroorganizmalarin canhhdr hakkinda
da bir fikir veremez '°.

Agar disk diflizyon testini etkileyen faktérler ise sunlardir °;
J Molekiler Agirlk: Test maddesinin igindeki anti

bakteriyel etkenin molekller agirh@i, jel icinde diflzyonuna uygun
olmalidir.

J Difiizyon: Antimikrobiyal etkenin jel iginde diflizyon
yetenegi sadece molekll yapisina bagh degildir. Tasidigi elektrik yikine,
konsantrasyonuna, agar jelin viskozitesine, 1sI ve besiyerinin iyon
konsantrasyonuna da baglidir.

J inokulum_Yogdunlugu: Dogru ve kesin sonuclar elde
edebilmek i¢in inokulum yogunlugunun kontrol edilmesi ve standardize
edilmesi ¢cok 6nemlidir.

J Zaman: inhibisyon zon biyikligl, mikroorganizmalar
belirli bir yogunluga ulasmadan &6nce, antimikrobiyal etkenin inhibit6r
konsantrasyonunun agar besiyeri icine dogru difflz olabilmesi i¢in gereken
zamana baghdir.

J Besiyeri: Uygun besiyerinin se¢imi de, agar besiyerinin
besleyici kapasitesinin test mikroorganizmalarinin bdyime oranina olan
etkisinden dolay! ¢ok &nemlidir. Test mikroorganizmalarinin ¢ok hizli
dremelerine imkan taniyan agar besiyeri de en iyisi degildir. ClUnkd bu
besiyeri yanliglikla inhibisyon zon bUyU0kIGgini azaltabilir. Ayrica test
mikroorganizmalarinin yavas oranda Uremesini saglayan besiyeri de uygun
degildir. Mikroorganizmanin Uremesi ¢ok yavas ise test maddesi tarafindan
cok genis inhibisyon zonlari olusabilir, bu da test edilen maddenin
antimikrobiyal 6zelligi ile ilgili yanlis bilgi verir.

Her bir plaga doékilen besiyerinin hacmi standartlara uygun
olmalidir. Agar besiyerinin derinliginin yaklasik olarak 4mm olmasi
6nerilmektedir. Bunun nedeni test maddesinden agar igine diffiz olacak
olan antimikrobiyal etkenin 3 y6nli diffiz olmasidir. Plak Gzerindeki agarin
derinligi asin fazlaysa, lateral ydonde diffiiz olabilecek antimikrobiyal etken
az oldugundan yanlislikla kiictk inhibisyon zonlari olusabilir. Bunun tam
tersi, agar besiyerinin derinligi cok ince oldugunda da gecerlidir. Bu
durumda da yanlislikla genis inhibisyon zonlari olusabilir %.
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. Isi: Agar disk difiizyon testinde inokile edilen plaklar
37°C’'de enkiibe edilmelidir. Optimum isiya ulasmadaki bir gecikme test
mikroorganizmalarinin biyimesine ve ¢ogalmasina neden olacaktir.

Yapilan calisma sonuglarina gbére, test maddesini
yerlestirmeden o6nce, taze olarak inokiile edilen plaklarin 37°C’de 15
dakika streyle kurutulmasi gereklidir.

. Olciim: Onceden yapilan calismalarin cogu inhibisyon
zon ¢ap! Ol¢giminl test maddesinin antimikrobiyal etkisinin bir géstergesi
olarak degerlendirmigtir.

inhibisyon zonu dairesel gériinimde olmaktadir. Zon caplari
mm olarak, diski ortalayacak sekilde zonun bir kenarindan diger kenarina
olan uzaklik seklinde 6lgtlmektedir.

J Test Edilen Mikroorganizma: Farkh arastirmacilar
degisik besiyerleriyle birlikte pek ¢ok farkl mikroorganizma tirleri Gzerinde
calismislardir. Bu ylzden test maddesinin in vitro ve in vivo antimikrobiyal
etkisini ya da bir ¢calismayi digeriyle karsilastirmak oldukga gugtr.

Agar disk diflizyon testi icin tim bu degiskenler dikkatli bir
sekilde kontrol edilirse birbiriyle uyumlu ve tekrar edilebilir sonuglar elde
edilebilir. Agar disk difizyon testi, dis hekimliginde kullanilan maddelerin
antimikrobiyal etkinligini degerlendirmek icin eger standart bir ydontem
olarak kabul edilecek olursa, 6zellikle test mikroorganizma tirleri ve
besiyeri standart hale getiriimelidir *°.

Bu tip calismalarda, Gram(+) ve Gram(-) bakterileri temsil
eden birer bakteri ve ayrica mantarlari temsil eden bir maya ile ¢aligiimasi
tercih edilmelidir. Bu sekilde elde edilecek sonuglar mikroorganizmalarin
cogu icin gecerli olabilecektir.

2.3.2.S1vi Dillisyon Testi

Sivi dilisyon testi inhibitdér aktivite ile ilgili, kantitatif bir
duyarlilik testidir. Mikroorganizmalarin minimal inhibitdr
konsantrasyonlarinin (MiK) (minimum inhibitory concentration, MIC) ve
minimal bakterisid konsantrasyonlarinin (MBK) (minimum bactericidal
concentration, MBC) hesaplanmasi mikrodillisyon yéntemi ile yapilr. MiK;
test edilen maddenin bakteri Gremesini inhibe eden en disik yogunlugunu
belirtirken, MBK; bakterileri &éldiren test edilen maddenin en disik
yogunlugunu ifade eder.

Sivi dilisyon ydnteminin 2 sekli vardir. 1)Makrodiliisyon
testinde; sivi dilisyon ydntemi tlplerde, en az 2 mL hacim icinde yapilir.
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2)Mikrodilisyon testi 80/100 kuyucuklu, 500 mL kapasiteli olan 96
kuyucuklu mikroplaklarda uygulanir *'.

2.4.Dis Curuginde Rol Oynayan Mikroorganizmalar

Notrale yakin pH’si ve sabit 1lik i1sisi ile nemli agiz ortami, gok
cesitli mikroorganizmalarin blylmesini desteklemektedir. 300'den fazla
mikrop tlrG agiz boslugunda karma bir sekilde yasamaktadirlar. Blyuk bir
cogunlugu agiz yuzeylerine kolonize olur. Bazi tirler dis ylzeylerine
oncelikli olarak tutunurken bazilari da dékantili epitele tutunurlar. Tarlerin
cogunlugu kommensal iligki i¢indedir. Bu tlrler nisgeten iyi huylu iken,

Streptococcus mutans gibi bazi tiirler de patojeniktir 4.

2.4.1.Ad81z streptokoklari

Streptokoklar agiz boslugu igcinde asil populasyonu
olusturmaktadir. Dogumdan sonra agiz boslugu iginde ilk kolonize olan
bakteriler streptokoklardir. Genel olarak da Streptococcus salivarius’tur.
Agiz streptokoklari streptokok cinsinin, normal insan florasini olusturan ve
bazen de diger bdlgelerden izole edilen bir taradar.

Viridans streptokok terimi, koloniler etrafinda hemoliz
yapmaslyla karakterizedir, bazen agiz streptokoklari ile birlikte es anlamh
olarak kullanilir. Fakat viridans streptokoklara ait olan tarlerin hepsi agiz
florasinda konakg! degildir. Agiz streptokoklari, agiz kavitesi iginde ve Ust
solunum yolunda kommensal olarak barinirlar. Streptokoklar agiz icinde ya
da diger bélgelerde, 6zellikle immin yetmezligi olan hastalarda firsatgi
yang! yapabilme kabiliyetindedirler. Agiz streptokoklari ayrica kalp kapagdi
protezi taslyan hastalarda  bakteriyel endokardit  olusumuyla
iligkilendirilmistir. Bu tip yangilarla iligkili olan tarler S.sanguis, S.mitis,
S.oralis ve S.gordoniidir. Diger streptokoklar gibi agiz streptokoklari, 0,5—
2,0 um’lik ¢apla, yuvarlak ya da ovoid hicrelerdir. Gram pozitif boyanirlar
ve sivi besiyeri iginde bulyGtaldlklerinde ciftler ya da zincirler halinde
gorillrler #4344,

Agiz streptokoklari 4 alt gruba ayrilir;

*anginosus: S.anginosus, S.constellatus, S.intermedius

*mitis: S.mitis, S.oralis, S.sanguis, S.gordonii, S.parasanguis,
S.preumoniae

*mutans: S.mutans, S.sobrinus, S. cricetus, S.rattus,
S.downeii, S.macacae

*salivarius: S.salivarius, S.vestibularis, S. thermophilus
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Siniflandirma kemotaksonomik ve genotipik verilere
dayanilarak yapilir, ézellikle DNA-DNA esasl ciftlestirme ve 16 S rRNA
gen ardighk analizi temel alinir. Biyokimyasal test yontemlerine dayanan
farkh siniflandirmalar da vardir. TUm agiz streptokoklarinin ortak 6zellikleri
besinle alinan karbonhidratlari fermente edebilme ve asit (6zellikle laktat)
Uretebilme yeteneginde olmalaridir. Streptokoklarin mutans grubunda, asit
cok cesitli karbonhidratlardan dretilebilmektedir 422

Mutans streptokoklari: Mutans streptokoklar(MS), insanlar
ve deneysel hayvanlarda dis curUklerinin asil etkeni olarak nitelendirilir.
Mutans streptokoklarindan en sik rastlanilani ve virGlan tiri olan
S.mutans, ilk olarak dis biyofilminden izole edilir.

Dis clrtginden sorumlu temel patojen olan S.mutans,
biyofilm olusturma kapasitesine sahip bir bakteri tOraddr. Mutans
streptokoklari fakultatif anaerobtur ve dis ¢urtguyle ilgili biyofilm olusturup
ortami asit hale getirmeleri virllans 6zellikleridir. Bunu besinle alinan

karbonhidratin metabolizmasi ve takip eden asit Uretimi, 6zellikle laktik
asit, izler 42,43,45,46,47,48.

Mutans Streptokoklari asidik ortami iyi tolere eder ve bu
ylzden asidojenik ve asitlriktir. Mutans Streptokoklari koloni olusturmalari
icin, dislere ve onarim maddeleri gibi hicresel dékiantl CUGretmeyen
ylzeylere baglanmaya gereksinim duyar *2°.

Svensater ve arkadaslarl *°, yaptiklari bir calismada, sadece
mutans streptokoklarin degil, S.anginosus, S.intermedius, S.oralis ve
S.mitis gibi diger agiz streptokok tlrlerinin de ¢lriik lezyonlari icin tipik olan
pH degerlerinde ¢cogalabilme kabiliyetine sahip olduklarini bildirmiglerdir.

Mutans Streptokoklari arasindaki farkliliklar biyokimyasal
reaksiyonlara, fizikokimyasal ylzey O&zellikleri ve ayrica molekiler
tekniklerdeki tanimlara érnegin DNA- hibridizasyonuna dayanir *2.

Mutans Streptokoklari sekiz farkh serotiptir, serotip ¢
(S.mutans’i simgeler) insan tlkirik ve biyofilminde predominanttir.

S.mutans (serotip c,e ve f) ve S.sobrinus (serotip d ve Q)
insanlarda en sik rastlanilan tirlerdir. S.mutans en sik rastlanilanidir ve
disten siklikla izole edilir. S.sobrinus genellikle S.mutans ile birlikte izole
edilir. Molar dislerde, S.sobrinus 6n dislerden daha fazla kolonize olur.
S.sobrinusun sikligi farkh calismalara ve popuUlasyonlara gére %30’a
kadar degismektedir 42434451,

Sakkaroz varliginda mutans streptokoklari ekstraselltler

polisakkarit (ESP, glukan) sentezler. Bu glukoz homopolimerleri baglayici
yapiskan koloni olusumuna neden olur ve bakteri adezyonunu ilerletir. Bu
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thrlerin virulansinda énemli bir faktér olarak tanimlanir. S.mutans’in Ug
farkli glukoziltransferaz enzimi (GTF), glukozu suda c¢éziinemeyen ya da
suda ¢6zinebilen glukan polimerlerinin heterojen gruplarina polimerize
eder. Suda ¢ozinebilir tipleri 6zellikle diiz ylzey ¢urlkleriyle iligkilidir.

Glukan sentezine ilave olarak, S.mutans ayrica
fruktoziltransferaz (FTF) enzimi CGretir. Bu enzim fruktoz polimerleri
(fruktan) sentez edebilme kabiliyetine sahiptir. S.mutans baglanmasi hiicre
ylzey proteinleri araciligiyla olurken S.sobrinus ESP’ler yoluyla yapisir.
GTF ve FTF’nin aktivitesinin artmasi dis ¢irigd goérilmesinde artis ile
iliskilidir.

Mutans streptokoklarinin takdrik konsantrasyonlari, dis
biyofilmindeki sayilariyla uyumludur. Ayrica Kkisisel tOkirik S.mutans
baglayici proteinleri, biyofilm ve tikirikte mutans streptokoklari seviyeleri
ile iliskilidir 424344,

2.4.2.Ag1z Mayalari

Mantar(maya) vicudun cesitli bélgelerinde bulunan ékaryotik
tek hicreli organizmalardir. Bunlar normal floranin Gyeleridir fakat firsatgi
patojenler gibi enfeksiyonlara neden olabilecek kapasitetelerdir.

Kandida tdrleri insanda ylizeyel hastaliklardan, hayati tehdit
eden yaygin mukozitlere kadar cesitli yangilara neden olmaktadir. Kandida
tirleri saghkh insanlarda agiz boslugu, gastrointestinal sistem, andis,
inguinal bélge, vajinal kanal ve vulvada bulunur 42,

Klinik olarak en &énemli agiz mantarlari Saccharomyces
ailesine ve Candida ailesine aittir. Oral maya tiriinden Candida albicans
en dominant tdrdir. Bunu C.glabrata, C.krusei, C.tropicalis,
C.guilliermondi, C.inconspicua, C.parapsilosis ve C.dubliniensis tirleri
takip eder #2432,

Agiz boslugunda maya bulunma orani, yasa ve
populasyonun saglik durumuna gbére degisir. Saglkl insanlarin %
34,4’Unde maya bulunur. Mayalarin agiz igi yerlesimi, bdlgesel olarak
6zeldir ve dilin dorsumu C.albicans’in primer olarak yerlestigi bdlgedir.
Ayrica, mukoza, dis eti, dentin, kdk ve periodontal ceplerde sekonder
olarak kolonize olur.

Mayalarin ¢ogalmasi ve baglanmasi i¢in uygun cevresel
kosullara ve maddelere ilave olarak, mikotik bir yanginin gelismesi igin
lokal ve/veya genel hazirlayici faktorlere gereksinim vardir. Agiz boslugu
icinde Ornegin yash hastalarda azalmig tOkdrik sekresyonu, maya
kolonizasyonlarinin artisina ve mikotik yangilarin gelismesine neden
olabilir *°2,
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Kanidalarin yaptigi hastaliga “kandidiyaz” (kandidiyoz) veya
“monilyaz” denir. Oral kandidiyaz icin hazirlayici faktoérler; travma,
oklizyon, derinin maserasyonu (érnegin nem ile) gibi lokal faktérler, yas
gibi fiziksel nedenler, Xserostomi, Sjégren Sendromu, antibiyotik tedavisi
ya da bas-boyun radyasyonu gibi tikirigu etkileyen faktérler, ylksek
karbonhidrath diyetler, diyabet, hipotiroidizm, hiperparatiroidizm gibi
hormonal faktérler, sigara tiryakiligi, beslenme bozuklugu, hiicresel immun
yetmezlikler, nétropeni, bazi ameliyatlar (organ transplantasyonlari, kalp
veya gastrointestinal kanal ameliyatlari), ciddi yaniklar, damar kateterleri,
AIDS, kronik yataga baglayici hastaliklar ve damarda narkotik kullanimi
olarak bildirilmistir *>°3.

Mayalarin hastalik olsturulmasinda patojenitelerinin énemi
blyuktar. Patogenezle iligkili oldugu ddstnilen mekanizmalar; cesitli
cevresel kosullara uyum saglayabilme, cesitli ylzeylere yapisabilme,
hidrolitik enzimler Gretme, morfolojik degisim, bLyofiIm olusturma ve konak
savunmasini asma ve immiin sisteme uyumdur **.

Kandida hucreleri 6zel (ligand-reseptdr interaksiyonlar) ve
6zel olmayan (elektrostatik sarj, Van der Waals kuvvetleri) mekanizmalar
ile dentin dahil olmak Uzere ¢esitli doku tiplerine baglanabilirler. Dentine
olan invazyon afinitesinden dolayr C.albicans, dentinofilik bir
mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir. C.albicans'in dentin ¢Urigu
lezyonunda siklikla gériildiigi yapilan calismalarla gésterilmistir >.

Mikroorganizmalarin agiz-dis dokularina tutunabilmelerinin
diginda birbirlerine tutunabilmelerine “koagregasyon” denir. Kandida turleri
bazi agiz bakterileriyle koagregasyon koépruleri olusturmaktadir. Pek cok
agiz streptokok tirl 6zellikle S.sanguis ve S.gordonii, C.albicans ile
koagregasyon gdsterir. 47>+,

S.sanguis ve diger streptokoklarin  C.albicans ile
koagregasyonlarinin lektin benzeri baglanmaya ilave olarak pek ¢ok diger
mekanizmalarla da gergeklestigi bildirilmistir. Bu tip koagregasyonlarin
kendi aralarinda olusturduklari ag, dis biyofilminin etyolojisinde énemli rol
oynamaktadir 47>,

C.albicans tarleri 3—6 pum bOyUkliginde, oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler (blastokonidiyum veya blastosporlar)
olarak goralUrler. Ayrica, yalanci hif(psédohif) de olustururlar. Yalanci hif,
arka arkaya tomurcuklanan blastosporlarin birbirinden ayrilmayip uzayarak
ve aralarinda bogumlar olusturarak yaptiklari hicreler zinciridir. Kandida
thrleri arasinda C.albicans blastospor ve yalanci hif yaninda gergek hifler
de olusturarak dimorfik 6zellik gdsterir’®®.
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C.albicans bilesiminde karbonhidrat (%41), protein (%5),
fosfor ve heksozamin iceren bir ekstrasellller matriks sentezleyerek, hicre
disinda birikir. Bu matriks hidrofobiktir ve konak doku proteinlerine
tutunabilir. Bu tutunmayi takiben Uzerine sirasiyla serum proteinleri,
deskuame epitelyum hicreleri, 6l0 |6kositler ve psddohifalar yerlesir.
Antifungallere daha direncli olan ve birbirlerinin yasam faaliyetlerini
destekleyen kandidiyal elementlerden olugan, c¢amursu vyapidaki bu
tabakaya “kandidiyal biyofilm” denir. C.albicansin 0&zellikle invaziv
olmayanlarinin biyofilm olusturma &6zellikleri, hem baska kandidalar hem
de invaziv C.albicans tiirlerine gére daha fazladir 2.

2.4.3.Laktobasiller

Laktobasiller gram pozitif ve sporsuzdur. Uzun silindir
seklinde, zincir yapabilen ¢comaklardir. Blytk kismi mikroaerofilik bazilar
zorunlu anaeroptur. Ender olarak bazi tlrleri hareketlidir.

Sutte bulunan bir disakkarit olan laktozu fermente edebiliyor
oldugu icin bu bakteriye “laktobasil” ismi verilmistir 43°1:52°7,

Hem Uredikleri ortamda asit olustururlar ve hem de asit
ortamda daha kolay ve bol drerler (hem asidlirik hem de asidofiliktir).
Ortamdaki pH'yr 4,0'in altina dusuUrebilirler. Sukrozdan ekstraselller
dekstran sentezlerler. Katalaz, indol, H>S yapmazlar. Kazeini
sindiremezler. Uredikleri ortamda amino, yag ve nikleik asitler, mineraller
ile bilhassa B vitaminleri bulunmasi gereklidir. Domatesli besiyerinde daha
kolay Urerler (ManRagossa jelozu gibi).

Saglkli insanlarin g6z, barsak, agiz, deri ve vajina florasinda
daima bulunurlar. Hepsinin hiicre zarinda glycerol teichoic acid (RTA), D-
glucosyl (Glc), L-Rhamnose (Rha), D-Galactosyl(Gal), meso veya L-
diaminopimelic asit bulunur ve bunlarin hepsi antijeniktir *>°'>2,

insanda hastalik yapabilmesi igin bireyin duyarliligi ve konak
dokunun travmatize olmasi gerekir. Bu bakteriler bulunduklar florada
genellikle firsat¢l patojendir. Kurutulmus et ve balk Urinleri, sebzelerde
bulunur, ayrica su kontaminantidir. Dogum kanalinda bulasarak, B grubu
streptokoklar ile birlikte yenidoganin agzina ilk yerlesen bakterilerdendir. 6.
ayda ilk dis surmesini takiben dis eti olugu ve interdental ylzeylere bolca
kolonize olur *2.

Laktobasiller dil, yanak gibi yumugsak dokularin mekanik
strtinmelerinden korunan diglerin arayUzlerine ve fisslr tabanina yerlesir.
Dis minesine tutunmasi ya kendi sentezledigi dekstran ile mimkuin olur ya
da sitofilik olup hlcre gbvdesi ile yapisir. Bulundugu yerde bakteriler
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arasinda koagregasyon koépruleri olusturarak bagka bakterilerin de konaga
tutunmasina aracilik eder **°2.

Laktobasiller, streptokoklar ile birlikte dis ¢lriginden birinci
derecede sorumludur. Bu iki genusun Uyeleri, ¢irik olusmasinin hem
bakteriyel kolonizasg/on hem de asit dretimi safhalarindan birebir
sorumludur #3:46:47:52.48,57.58.59

Makroskopik olarak dis curigu ilk tespit edildiginde kavite
tabaninda en ylksek sayida bulunan bakteriler laktobasillerdir. L.casei en
yuksek sayida bulunmaktadir. Derin dentin ¢lriginde laktobasiller
predominanttir. Pulpaya ilk ulasan bakterilerde bunlardir.

Agizda ve dis clrtginde en sik rastlanilan laktobasil olan
L.casei, 0,7-1,1x2,0-4,0 pum blydkliginde c¢omaklardir.  Sutl
peynirlestirdigi icin “casei” ismi verilmistir (caseification=peynirlestirme).
Niacin, folik asit, calcium-pantothenate gereksinir. Sit, stt Urdnleri, barsak,
agiz ve vajina florasinda bulunur. Endokardit nedeni olabilir(62). Geng dis
biyofiiminde c¢ok sayidadir, fakat biyofilm yaslandik¢ca sayisi azalir. Asil
kolonizasyonu mine yuzeyindeki fissirler ve erken curlik lezyonlarinin
tabanidir. Bu sebeple tOklrik icerisinde serbest olarak bolca
bulunmayabilirler, dis fircalamayi takiben tlklrlkteki serbest laktobasil
sayisinda artis olur. Bunlar mine ylzeyinden ayrilan laktobasillerdir. Salya
icindeki “laktobasidin” isimli 6zgln bir protein laktobasiller Gizerine inhibitdr
etki gosterir >2°7.

Agizda ve enfekite kok kanalinda rastlanabilecek diger
laktobasiller sunlardir: L.salivarius, L.acidophilus, L.amylophilus, L.brevis,
L.catenaforme, L.coryniformis, L.curvatus, L.delbrueckii, L.fermentum,
L.gasseri, L.halotolerans, L.helveticus, L.jensenii, L.plantarum, L. Minitus,
L.viridescens, L. Yamashiensis ve digerleri °'°%*"

Laktobasiller neonatal menenjit, korioamnioit, amnioit,
pléropulmoner iltihaplar, endokardit ve bakteriyemi olgularindan izole
edilebilirler. Besin zehirlenmesinden de sorumlu tutulur. En sik sebep
oldugu hastalik dis cirigudir. Ayrica kdék kanali enfeksiyonlarina da
neden olur *3°%

2.5.Maddelerin  Genotoksik Ozelliklerini Belirleyen
Yontemler

2.5.1.Tek Hucre Jel Elektroforez “COMET” Yontemi

Comet Yodntemi, diger adiyla tek hicre jel elektroforez
yontemi ve mikrojel elektroforezi, ilk kez 1984 yilinda Ostling ve
arkadaslar ®° tarafindan, tek hiicrede DNA hasarini gériintlilemek
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amaciyla gelistirilmigtir. Bu teknige olan ilgi 1995 yilindan bu yana giderek
artmaktadir °'.

Teknigin esasi; mikroskop lami Uzerindeki ince bir agar
jeline slspande edilmis az sayida hlcrenin parcalandiktan sonra
elektroforeze tabii tutulmasidir. Elektrik akimi kirilmig ve hafiflemis DNA
fragmanlarinin ¢cekirdekten daha hizli sekilde géctini saglar. Daha sonra
DNA baglayici floresans bir boya ile boyanir, gériinUsleri itibariyle kuyruklu
yildiza benzediklerinden “COMET” diye adlandirilan bu gérintiler dl¢tlip
degerlendirilir.

Tek hicre jel elektroforez yontemi DNA hasar ve onarimini
ve mekanizmalarini pek ¢ok deneysel sartlarda inceler. Bu yontemde, tek
bir hiicrede DNA hasarini dogrudan tayininin yanisira bir poptlasyondaki
tim hdcrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin da tespitine
olanak saglar. Tedavi esnasinda hicrelerin gdsterdigi heterojen yaniti,
6zel tedavi protokollerinde timér cevabinin tahmin edilmesine yardimci

g)OI%P(iilgréSQUnkU bu sekilde ¢ok az miktardaki direngli hiicreler tespit edilebilir

Tek htcre jel elektroforezi “Comet Testi” son yillarda farkli
laboratuvarlarda cesitli modifikasyonlarla uygulanmaktadir. Comet testi
hem tek hem de cift zincir kiriklarinin tayinini kolaylastirir. Cift zincir
kiriklarinin tayini igin nétral lizis ve tek zincir kiriklari igin alkali lizis
uygulanmaktadir. Deney icin herhangi bir 6karyotik htcre kullanilir ve
incelenecek hicre suspansiyonunun hazirlanmasi gerekir. Hayvan ve
insanlardan alinan dokularda ve o6rneklerde DNA hasar ve onarimini
6lgmek icin drneklerin izole stspansiyonu ek bir hasara veya onarima yol
acmayacak sekilde hazirlanmalidir. En fazla kullanilan insan hicresi
lenfosit populasyonudur, ancak pek cok parametrenin lenfosit cevabini
etkiledigi; vericinin yasl, fiziksel aktivitesi, sigara icip icmedigi gibi olasi
faktérlerin hiicre cevabinda farkhlik yaratabildigi ve bireyler arasi
farkhliklarin olabilecedi unutulmamalidir. in vivo hayvan calismalarinda
karaciger ve nazal mukoza hiicreleri kullanilabilir. in vitro toksikokinetik
calismalarinda nazal mukoza hcreleri, lenfositler ve lenfoblastoit hlicreler,
akciger hucreleri, gastrointestinal kanal hicreleri (6zafagus, duedonum,
kolon mukozasi) incelenebilir. Ozellikle izleme c¢alismalarinda cevresel
veya igyeri kaynakli cesitli etkenlere mesleki veya kazara maruz kalan
kisilerde DNA hasarinin incelenmesinde kullanilir bir ydntemdir.

Comet teknigi hasar gérmis DNA’nin elektroforez ile
cekirdekten salinmasi prensibine dayanir. “Comet” olusum sekillerini
degerlendirmek ve tayinini yapmak igin pek c¢ok farkh c¢alisma
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yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti hasar boyutuna bagli
bir sekilde Comet’leri deneye dayali olarak kaydetmektedir. Gézlemler icin
515-600 nm’lik eksitasyon filtreli epi-floresan mikroskop kullanihr.
“Comet’ler en basit sekliyle hasarl, hasarsiz seklinde gértintslerine gére
degerlendirilebilir. DNA gb¢u “Comet uzunlugu (mm)” “Comet bas c¢ap!”,
“Comet alani” olarak da degerlendirilir. Comet metodunda, hiicredeki DNA
kirilmasi, genetik maddenin anot yéninde gé¢ uzunlugu (kuyruk uzunlugu)
ile tahmin edilebilir ®. Ayrica, kuyruktaki DNA ylzde oraninin (kuyruk
gogunlugu DNA baglarindaki kirik sikhgi ile orantili oldugu gdésterilmigtir

Kuyruk momenti ise bilgisayarda goériintl analiz sistemi ile hasaplanan,
kuyruk uzunlugu ve yogunlugunu dikkate alan bir tanimlayicidir
Goruntd analizi daha detayli ve genis incelemeye otomatik olanak
saglamaktadir.

Tek hicrede DNA hasarini 6lgen Comet teknigi, ilgilenilen
bilesiklerin genotoksisitesini hizl bir sekilde degerlendirmede, ayrica DNA
onarimina etkileri hakkinda bilgi saglamada yararl bir yéntemdir 626366,

GUnUmizde Comet teknigi, radyasyon biyolojisi, oksidatif
hasar tespiti, genetik toksikoloji, apoptosis tespiti, DNA capraz halka
tespitinde kullanilimaktadir ©'

3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda yeni gelistiriimis, antimikrobiyal &zellikteki
dentin baglayici sistem ile farkh 6zelliklerdeki dentin baglayici sistemlerin,
clrigun baglamasi ve ilerlemesinden sorumlu farkli mikroorganizma tirleri
Uzerine olan antimikrobiyal etkileri ile insan lenfositleri Gzerindeki
genotoksik etkileri in vitro sartlarda karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.1.Kullanilan Dentin Baglayici Sistemler (DBS)

1) Clearfil SE Bond

33



Besinci kusak, kendinden asitli primer ve baglayici etken
iceren bir sistemdir. Primeri; HEMA, hidrofilik dimetakrilat, N,N-diethanol-p-
toluidine, D,L-camphor-quinone ve su igerir, baglayici kisminda ise kollidal
silika, HEMA, Bis-fenol A ve su bulunur.

Uygulanisi; Clearfil SE Bond, su esash primeri hazirlanmis
mine ve dentin ylzeyinde tek asamada, yilkamadan uygulanir, 20 saniye
bekletilip hafif hava ile kurutulur. Baglayici etken uygulanip hava ile her
tarafa yayllmasi saglanir ve 10 saniye isikla polimerize edilir. Daha sonra
dolgu vyapilir. Bu sistemler kompozit, kompomer ve ormoserlerle
kullanilabilmektedir. Ayrica, porselen ve kompozitin tamiri icin de
kullaniimaktadir.

2) SL Bond

S.kusak, tek sise dentin baglayici sistem SL Bond, aseton
esasli olup nemden fazla etkilenmez. Igeriginde Bis-GMA, BPDM, HEMA
ve su bulunur.

Uygulanisi; 15 ile 20 sn sire ile ayn bir asitleme isleminin
ardindan, tek sisede birlestiriimis olan primer ve baglayici etken (one
bottle, tek sise) uygulanip 40 sn 1sik uygulamasindan sonra dolgu maddesi
yerlestirilir.

3) i- Bond (The All- in -One Solution)

i- Bond baglayici sistemi, tim iglemlerin bir arada oldugu;
asitleme, primer, baglayicinin tek bir sisede birlestigi, 7.kusak sistemdir. i-
Bond sistemin kimyasal patenti aseton/su ¢dzlcusu icinde UDMA ve 4-
META icerigine dayanir.

Uygulanisi; i-Bond kaviteye 3 kat strallp, 30 sn bekletildikten
sonra, hafif hava ile kurutulur ve 20 sn slreyle polimerize edilir. i-Bond’un
teknik duyarlihk gerektirmedigi, hekimin 1slak, nemli ya da kuru
baglanmayla ilgili endise duymasina gerek kalmadigi ileri striimektedir.

4) Clearfil Protect Bond

ilk antimikrobiyal icerigi olan baglayici sistemdir. Clearfil
Protect Bond primeri igcine katilan yeni gelistiriimis fonksiyonel,
antimikrobiyal 6zellikteki MDPB monomerin, bakterileri elimine ettigi dne
sirilmektedir. Primeri; MDP, % 5 MDPB, HEMA, hidrofobik monomer,
dimetakrilat, su, polimerizasyon baslaticilar icerir. Baglayici kismi; MDP,
Bis-GMA, HEMA, di-Kamforokrom, NaF, silanlanmis koloidal silika igerir.
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Uygulanigl; Kendinden asitli, su esash primer sistemi
kaviteye uygulanip, 20 sn beklenir, yikanmadan hafif hava ile kurutulur.
Baglayici etken uygulanir 10 sn i1sik uygulamasindan sonra dolgu maddesi
yerlestirilir.

) 3.2.Dentin  Baglayici  Sistemlerin  Antimikrobiyal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1.Aqgar Disk Diflizyon Testi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dall
laboratuvarinda gerceklestirdigimiz calismada, farkli 6zelliklerde dentin
baglayici sistemlerin (Clearfil Protect Bond (Kuraray), Clearfii SE Bond
(Kuraray), i-Bond (Heraeus Kulzer), SL Bond (Swiss-Tec)) dis
curtklerinde roli oldugu bilinen Lactobacillus casei (ATCC 4646), Candida
albicans (ATCC 10231) ve Streptococcus mutansa (NCTC10449) Kkarsi
antimikrobiyal 6zellikleri degerlendirilmigtir.

Mikroorganizmalar deney gunine kadar -30°C’de
saklanmigtir.  Deney gininden 6nce mikroorganizmalar derin
dondurucudan cikartilarak Beyin Kalp infiizyonu (BHI, BBL-Becton
Dickinson, USA), sivi besiyerine pasaj yapilarak canlandinimigtir. L.casei
ve S.mutans %7 CO, iceren, C.albicans normal etliivde 37°C’de inklbe
edilmigtir.  Sivi  besiyerinde Ureyen mikroorganizmalar BHI agara
pasajlanmistir ve deneylerde bu agardan toplanan mikroorganizmalar
kullaniimigtir.

Disklerin hazirlanmasi

Disk difizyon testinde kullaniimak (zere 1,5 mm
kalinhgindaki kagit tabakalardan (3M) 6 mm capinda diskler kesilmistir.
Hazirlanan diskler 1212 C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Test edilecek maddelerin her birinden 20 pl alinarak
deneyden hemen 6nce birer diske emdirilmistir.

Deneylerde % 2’lik klorheksidin pozitif kontrol, steril serum
fizyolojik negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalardan 0.5 McFarland
(Bio Me’rivex, Fransa) eseline gbére BHI sivi besiyerinde slspansiyon
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hazirlanmistir. Hazirlanan sispansiyondan steril pamuk uclu ekivyon ile
350 ul ahnarak, BHI agar ylzeyine yayillmistir. Deneyden hemen énce
hazirlanmis olan, test edilecek madde emdirilmis diskler agar ylzeyine
yerlestirilmistir. S.mutans ve L.Caseiye ait plaklar %7 CO, iceren etlivde
(SHEL LAB, Kanada), C.albicans’a ait plakar normal etlivde (Dedeoglu,
Tirkiye) 37°C’de 48 saat inkibe edilmistir. inkilbasyon siresi sonunda
diskler etrafindaki inhibisyon zon ¢aplari él¢ctimustar.

3.2.2.Bakterisid Aktivite Testi

Mikrodillisyon testi

Mikroorganizmalarin minimal inhibitér konsantrasyonlarinin,
(MiK) (minimum inhibitory concentration, MIC) ve minimal bakterisid
konsantrasyonlarinin (MBK) (minimum bactericidal concentration, MBC)
hesaplanmasi i¢gin mikrodilisyon ydntemi uygulanmistir. Galismada 96
kuyucuklu alt kismi1 U seklinde olan mikro plaklar kullaniimistir.

Mikro plaklardaki her bir kuyucuga 50 pl BHI sivi besiyeri
dagitilmistir. Test edilecek maddelerden alinarak 50 pl ilk kuyucuga
eklenmistir ve daha sonra, kuyucuklardaki maddelerin konsantrasyonunu
ikiser kat azaltacak sekilde, seri dilisyon yapilmistir. Galismada kullanilan
mikroorganizmalardan 0,5 McFarland eseline gbére BHI sivi besiyerinde
stspansiyon hazirlanmistir. Bu slspansiyonlar 50 kat seyreltilerek son
konsantrasyonu 2x10° CFU/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Final
stspansiyondan mikropipetle (Labmate HT, 10—-100 pl’lik) 50ul alinarak
tim kuyucuklara eklenmigtir. Deneylerde %2’lik klorheksidin pozitif kontrol,
streril serum fizyolojik negatif kontrol olarak kullanilmistir. S.mutans ve
L.caserye ait mikro plaklar %7 CO- igeren, C.albicans’a ait mikro plaklar
normal etiivde 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siresi
sonunda g6zle gorinir Uremeyi engelleyen en duslk konsantrasyon
maddelere ait MiK degeri olarak kabul edilmistir. Uremenin gérilmedigi
kuyucuklardan 10 pl alhnarak BHI agara ekim yapilmis ve plaklar disk
diflizyon testinde anlatilan kosullarda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda plaklarda Gremenin olmadigi en distk konsantrasyon, MBK
degeri olarak kabul edilmistir. Deneyler Gger kez tekrarlanmigtir.

) 3.3.Dentin Baglayici Sistemlerin Genotoksik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.1.Tek Hicre Jel Elektroforez Yontemi

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Toksikoloji
Anabilim Dal laboratuvarinda gergeklestirdigimiz ¢alismanin ikinci deney
asamasinda, inceledigimiz farkli dentin baglayici sistemlerin olasi
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genotoksiteleri in vitro olarak, tek hicre jel elektroforez yéntemi (Comet
Yoéntemi) ile insan lenfositlerinde, kaltirde kullanilan elisyon madde
miktariyla iliskilendirilerek incelenmisgtir.

3.3.2.Tek Hicre Jel Elekiroforez Ydnteminde Kullanilan

Cozeltiler

Fosfatla tamponlanmis salin solisyonu (PBS): PBS tableti gerekli hacimde
distile suda ¢oziliir. 4°C’de saklanir.

Stok lize edici solisyon: 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA, 1,2 g Tris tartilir, 500
ml su eklenir. 10 g NaOH eklenerek pH 10’a ayarlanir. 10 g Na-
Laurilsarkosinat eklenir. Coézininceye kadar kanstiriir. 890 mlye
tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Lize edici sollisyon: Taze hazirlanir.

Siyah kutu Kicuk kutu
267 ml = 178 ml lysing stok solution + 89 ml

2 ml triton-x 1ml

20 ml DMSO 10 ml

(% 75) LMPA(Low Melting Point Agar: DuUsik Erime Noktali Agar)
Cozeltisi: 187,5 mg LMPA tartihr. 25 ml PBS iginde ¢6z0lir. Kaynar su
banyosu ya da isiticili manyetik karistirici kullanilir. Agar kaynamamalidir.
Buzdolabinda saklanir.

NMPA (Normal Melting Point Agar: Normal Erime Noktali Agar) Cozeltisi:
1g NMPA 100 ml PBS iginde ¢6z0lir (% 1’lik normal melting point agaroz).
Temiz, alkole ve alkol-eter karisimina daldirihp kurulanmig lamlar % 1
NMPA olan behere daldirlir arka yuzleri silinip oda 1sisinda kurutulur ve
saklanir.

Elektroforez Tamponu: Taze hazirlanir.

BUyudk elektroforez tanki KlcUk elektroforez tanki
Sogduk distile su 1705 ml 579 ml
10 N NaOH 52,8 ml 18 ml
200 mM EDTA 8,8 ml 3ml
10 N NaOH: 200 g NaOH 500 ml distile suda c¢o6zulir, oda

sicakliginda saklanir.

200 mM EDTA: 14,89 g EDTA 200 ml distile suda ¢6zilir, pH 10’a
ayarlanir. Oda sicakliginda saklanir.
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Nétralizasyon Tamponu (0,4 M TRIS): 48,5 g Tris tartilir. 750 ml distile su
eklenir. pH 7,5’a ayarlanir. 250 ml distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.
Oda sicakliginda saklanir.

Ethidium Bromide (Stok): 5 gr Ethidium Bromide 25 ml distile suda ¢6zulir.
1 ml alinip distile su ile 10 ml ye tamamlanir. Oda isisinda ve karanlkta
saklanir.

H.O, Cozeltisi: M= 34,01 g/mol 1L=1,13 kg

Elimizde %35 HO, c¢bzeltisi bulunmaktadir. Merck’de w cinsinden
verilmektedir.

Elimizdeki stoga gére 200 ml'de 35 g (1.03 mol) H20; icermektedir. Yani
bu, 10,3 M H.O. ¢bzeltisi demektir.

0.1M H»>0, c¢bézeltisinin hazirlanmasi: 10,3 xV =0,1 M x 1 ml, V=9,7 ul Ana
stoktan 9,7 pl alinir, eppendorfa konur {zerine 991,3 pl distile su (4°C)
ilave edilir. (1 haftalik calisma stogudur).

1mM HO, ¢bzeltisinin hazirlanmasi: 100 MM x V=1 MM x 1 ml V=10 pl

(0,1 M H202 c¢ozeltisinden 10 ul alinir, eppendorfa konur Gzerine 990 ul
PBS (4°C) ilave edilir. Tek kullanimliktir.)

100 uM H,O, c¢bézeltisinin hazirlanmasi: 1mM H,O, ¢bzeltisinden 50 pl,
santrifij uygulanmis (5dk, 2500 rpm) ve sUpernatan kismi atiimis ve
Uzerine 950 ul soguk PBS ilave edilmis hicrelere ilave edilir. 5 dk buz
banyosunda bekletilir, tekrar ayni kosullarda santrifijlenir ve pellet 1 ml
PBS ile yikanir. Tekrar santrifdjlenir.

Tripan mavisi (%0.,5): 100 mg Tripan mavisi 20 ml PBS iginde karistirilir.

Seyreltilmis tripan mavisi: % 0,5’lik tripan mavisi ¢ézeltisinden 1 ml alinir
Uzerine 9 ml distile su eklenir. Oda sicakliginda saklanir.

X 15 ul lenfosit (inkibasyon vs. bittikten sonra) 15 ul
tripan mavisi ile karistiriir. 100 hlcre sayilir, boyay! alan yasayan hicre
demektir.

Baglayici sistemlerin her biri 100 mg tartiip 2 ml PBS iginde
cozalir (100 mg/2ml). Cam vialler kullanilir. 24 saat 37°C de inkiibe
edildikten sonra deneyler gerceklestirilir. inkiibasyondan sonra deney
anina kadar -25°C’de saklanabilir.

3.3.3.Lenfositlerde DNA Hasarinin Tek Hicre Jel
Elektroforez Teknidi ile in vitro Tayini
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1. lginde 0.1 ml heparin bulunan steril enjektérle saglkli
vericiden 10 ml kan alind.

2. Alnan kan 6rnegi bir tipe aktarilarak PBS ile 1:1
oraninda seyreltildi.

3. 2.0 ml Ficoll Gzerinde PBS ile seyreltimis kan, pastor
pipetiyle yavasca yayildi.

4. 22°C’de 2300 rpm’de 20 dakika siireyle santrif(ij edildi.

5. Santriflj sonunda Ficoll Uzerindeki interfazda ince bir
tabaka halinde bulunan lenfositler pastér pipetiyle dikkatle alindi.

6. Alinan lenfositler cam bir tibe konularak Uzerine PBS
eklendi. +4 °C’de 2300 rpm’de 10 dakika sireyle santrif(ij edildi.

7. SUpernatan atilarak dipteki hicrelere 1,5 ml PBS eklenip
pastor pipetiyle karistirilarak homojen bir ¢dzelti olmasi saglandi.

8. 90’ar ul hicre suspansiyonu eppendorf tlplere alindi.
100 mg / 2 ml PBS icinde 24 saat inkiibe edilmis dolgu maddelerinden 25
ul, 50 wl, 100 ul, 250 pl taplere eklenip 1 ml'ye PBS ile tamamladi. Negatif
kontrol olarak madde icermeyen ¢dzlcl PBS, pozitif kontrol olarak 50 uM
HoO, kullanildi.

9. incelenen bilesikleri iceren hiicre siispansiyonlari 37°C’de
1 saat bekletilerek inkibe edildi.

10. inkilbasyon sonrasi hiicreler 4°C'de 3000 rpm'de 3
dakika sUreyle santrifij edildi, sUpernatan atildi.

11. 1 ml PBS eklenerek 4°C’de 3000 rpm’de 3 dakika
sureyle santrifQj edildi, sipernatan atildi.

12. 15 pl hdcre + 15 pl tripan mavisi ile karistirihp 100 hicre
sayllip hiicre canlihgr degerlendirildi.

13. Onceden NMPA ile kaplanmis lamlara hcre
stspansiyonu tasiyan 75 ul distk erime noktali agar ikinci tabaka olarak
lamlara yayildi Uzerine lamel kapatilarak buz Gzerinde 5 dakika bekletildi.
Agari zedelemeden lamel alindi.

14. Lamlar daha énceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen
soguk lize edici ¢ézeltiye daldirilarak en az 1 saat buzdolabinda bekletildi.
Pozitif kontrol olarak 50 uM H>O’li lamlar ayri bir kapta lize edildi

15. Elektroforez tanki soguk elektroforez c¢ozeltisi ile
dolduruldu.

16. Lamlar, agar yayillan kisimlari Uste gelecek sekilde
elektroforez tankinin icine yerlestirildi ve akim uygulanmadan 20 dakika
bekletildi.

17. 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika
elektroforez uygulandi.

18. Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar distile
suya daldirihip ¢ikartildi.

19. 3’er kez S’er dakika (15 dakika) nétralizasyon ¢oézeltisi
icinde bekletildi.

20. 5 dakika distile su,

21. 5 dakika % 50 etanol,
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22. 5 dakika % 75 etanol,

23. 5 dakika % 99 etanol icinde bekletildikten sonra

24. 1 gece oda i1sisinda kurumaya birakildi.

25. Ertesi guin kurumus lamlar kutulara yerlestirildi.

26. Mikroskop degerlendiriimesinden 6nce 35 ul Ethidium
Bromar damlatilip lamelle kapatildi.

DNA hasarinin goérulebilmesi igin, lamlar 1000x buyatmeli,
40x objektifli bir Leica floresan mikroskobunda (Wetzlar, Almanya)
incelendi. Olgimler, bilgisayarda goérinti analiz sistemi olan “Comet Assay
lI” (Suffolk, ingiltere) ile yapildi. DNA molekiilii icindeki kiriklar karmagik
sarmal yapisini bozarak, DNA’nin anod ydninde gbé¢ etmesine neden
olmaktadir. Boyama islemi DNA’yi kuyruklu vyildizi “comet” seklinde
g6stermektedir. Her Uc¢ tekrar icin, rastgele secilen 100 adet lenfosit
hicresi analiz edilip, ekran Uzerinde kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve
momenti Olglldid. Comet metodunda, hicredeki DNA kirilmasi, genetik
maddenin anot ydninde gb6¢ uzunlugu (kuyruk uzunlugu) ile tahmin
edilebilir. Ayrica, kuyruktaki DNA yizde oraninin (kuyruk yogunlugu), DNA
baglarindaki kirik sikhi@i ile orantili oldugu gdésterilmistir. Kuyruk momenti
ise bilgisayarda géruntl analiz sistemi ile hasaplanan, kuyruk uzunlugu ve
yogunlugunu dikkate alan bir tanimlayicidir. Calismamizda kuyruk
uzunlugu, yogunlugu ve momentinin ortalamalari hesaplanip, DNA hasari
tespitinde kullanildi.

27. Mikroskop degerlendirmesinden sonra lamlar kapakli bir
atik kutusunda toplanmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIiz

Agar disk difizyon testinde b0Otin deneyler 3 kez
tekrarlanmis ve ortalama inhibisyon zon ¢aplar standart sapma ile birlikte
hesaplanmistir. Her bir test maddesinin antimikrobiyal etkisi istatistiksel
olarak ANOVA ve Fisher's PLSD testlerine gbére p< 0,05 givenlik
seviyesinde belirlenmistir. Maddeler arasi ikili karsilastirma Scheffe’s F-
Testi ile yapimistir. istatistiksel olarak farklilk p< 0,05 glvenlik
seviyesinde tespit edilmistir.

Comet metodunun sonuglarinin  degerlendiriimesinde,

Windows 10.0 bilgisayar programi icin SPSS (SPSS, Software, Chicago,
IL, USA) istatistiksel analizi kullaniimistir. Baglayici sistemlerin, negatif ve
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pozitif grubun sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi ANOVA testi
(one way analysis of variance), gruplar arasindaki farkliklar LSD (the least
significant difference) testi ile belirlenmistir.

4. BULGULAR

4.1.Agar Disk Diflizyon Testi Bulgulari

Agar-disk diflizyon deneyinde test edilen dentin baglayici
sistemlerin  bakteriler Gzerinde olusturduklari inhibisyon zon capi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05).

Test maddeleri ile pozitif ve negatif kontroliin, L.casei,

C.albicans ve S.mutans’a karsi olusturdugu inhibisyon zon c¢aplari (mm
olarak) ortalama deger + standart sapmalari ile Tablo 2’de gésterilmigtir.

41



Tablo 2: L.casei, C.albicans ve S.mutans’a karsi dentin baglayici

sistemler ile negatif kontrol (SF) ve pozitif kontroliin (klorheksidin) olusturdugu
ortalama inhibisyon zon caplarn (mm % standart sapma).

Maddeler L. casei C. albicans S. mutans
Serum 0 0 0
fizyolojik

Klorheksidin 25,6 0,57 15 £1,0 25,3 +1,15
Clearfil SE 0 0 19 +1,0
Bond primer

Clearfil SE 0 0 9,3 £1,15
Bond

baglayici

SL Bond 50 £1,15 15,3 1,15 20 £0,20
i-Bond 10,6 £1,15 9,33 +1,15 10,6 £1,15
Clearfil 28,6 +1,15 29 +2,30 37,6 0,57
Protect

Bond primer

Clearfil 0 0 0
Protect

Bond

baglayici

Dentin  baglayici  sistemler pozitif ve kontrollerin

mikroorganizmalara kargi agar plakta olusturduklar inhibisyon zonlari
resim 1-6’da gosterilmistir.
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Clearfil

Clearfil Protect Bond
Protect Bond baglayici

primer \

Resim 1. Clearfil Protect Bond primer, Clearfil Protect Bond baglayici, SL bond ve i-
Bond’un agar plak lizerinde S.mutans’a karsi olusturduklari inhibisyon zonu.

Clearfil SE i
Bond primer P Clearfil SE
Bond
baglayici
N\

Klorheksidi

Serum Fizyolojik

Resim 2. Clearfil SE Bond primer, Clearfil SE Bond baglayici, klorheksidin ve serum
fizyolojik sollisyonun agar plak lizerinde S.mutans’a karsi olusturduklari inhibisyon
zonu.
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Clearfil

Ptotect Bond e - = Clearfil Protect
baglayici Bond primer

Resim 3. i-Bond, SL bond, Clearfil Protect Bond baglayici ve Clearfil Protect Bond
primerin agar plak Gizerinde L.casei’ye karsi olusturduklari inhibisyon zonu.

Serum Fizyolojik e
Klorheksidin

Clearfil SE Bond
primer

Clearfil SE Bond
baglayici

Resim 4.Clearfil SE Bond baglayici, Clearfil SE Bond primer, serum fizyolojik ve
klorheksidinin agar plak Uzerinde L.casei’ye karsi olusturduklan inhibisyon
zonu.
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Klorheksidin

Clearfil SE Bond

rimer
5 Clearfil SE Bond

baglayici

Resim 5. Clearfil SE Bond baglayici, Clearfil SE Bond primer, serum fizyolojik ve
klorheksidinin agar plak lizerinde C.albicans’a karsi olusturduklari inhibisyon zonu.

Clearfil Protect " g e e : Clearfil Protect
Bond primer : & Bond baglayici

A\

*
-

SL Bond

Resim 6. Clearfil Protect Bond baglayici, Clearfil Protect Bond primer, i-Bond ve SL
Bond’un agar plak lizerinde C.albicans’a karsi olusturduklari inhibisyon zonu.
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Calismada kullanilan pozitif kontrol (klorheksidin), negatif
kontrol (serum fizyolojik), Clearfil SE Bond baglayici, Clearfil SE Bond
primer, SL Bond, Clearfil Protect Bond primer, Clearfil Protect Bond
baglayici ve i-Bond’un, her ¢ bakteri tlrline kars! olusturdugu ortalama
inhibisyon zonlarinin élgtleri (mm) Grafik 1’de gdsterilmistir.

55+
50 _
457
£
E 4
= _
S
= 35
=
N
= 30
S
7S
;‘:5 25 OL.casei
E M C.albicans
g 20 — O S.mutans
=
< || .
< 15
(@)
10 B ]
5. || .
0,

1 2 3 4 5 6 7 8

Pozitif Kontrol, Negatif Kontrol, Dentin Baglayic Sistemler

Grafik 1. 1:Klorheksidin (pozitif kontrol), 2:serum fizyolojik (negatif kontrol),
3:Clearfil SE Bond baglayici, 4:Clearfil SE Bond primer, 5:SL Bond, 6:Clearfil
Protect Bond primer, 7:Clearfil Protect Bond baglayici, 8:i-Bond’un L.casei,
C.albicans ve S.mutans’a karsi olusturdugu ortalama inhibisyon zonlarinin élgiileri
(mm)
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Calismada negatif kontrol olarak kullanilan serum fizyolojik
(SF) test edilen tim bakteri tirlerine karsi antimikrobiyal aktivite acisindan
etkisizdir. inhibisyon zon capi degeri “0” olarak tespit edilmistir. Bununla
beraber SF ile zayif bir inhibisyon olusturan Clearfil Protect Bond baglayici
arasinda antimikrobiyal etki acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
g6rilmemistir (p> 0,05).

Pozitif kontrol olarak kullanilan klorheksidin L.casei (ortalama
inhibisyon zon ¢ap1=25,6+£0,57 mm), C.albicans (ortalama inhibisyon zon
¢capi=15+£1,0 mm) ve S.mutans (ortalama inhibisyon zon ¢api=25,3+£1,15
mm) bakteri tlrlerine kargi belirgin bir inhibisyon gdstermistir. Bu etkisi
diger test edilen tim dentin baglayici sistemlerden istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde farkhdir (p< 0,05).

Clearfil SE Bond primer ve baglayici, L.casei ve C.albicans
tirlerine karsi etkisiz kalmig herhangi bir inhibitér etki gésterememistir.
Olusan inhibisyon zon capi dederi “0” olarak tespit edilmistir. Bununla
birlikte S.mutans’a karsi olusturdugu inhibisyon ise zayif bir inhibisyondur
(ortalama inhibisyon zon ¢api=19+£1,0 mm). Primer sistemin S.mutans’a
karsi olusturdugu inhisyon zonu, baglayici ile olusan inhibisyon zon
capindan (ortalama inhibisyon zon c¢api=9,3+1,15mm) istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksektir (p< 0,05). Bununla beraber Clearfil SE Bond
primer ve baglayici, S.mutans’a karg! diger test edilen tim dentin baglayici
sistemlere gore istatistiksel olarak anlaml seviyede (p< 0,05) daha az
antimikrobiyal etki gdstermistir.

SL Bond, tek sise baglayici sistem her (¢ bakteri tlirline
kargi antimikrobiyal etki g&stermekle birlikte, L.caserye kargi diger
bakterilerden istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla inhibisyon
(ortalama inhibisyon zon ¢ap1=50+1,15 mm) géstermistir (p< 0,05).

Test edilen baglayici etkenlerin, her (¢ bakteri Uzerine
antimikrobiyal etkilerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ise SL
Bond, Clearfil Protect Bond primerden istatistiksel olarak anlamh
derecede daha az inhibitér etki gdsterirken (p< 0,05), diger baglayici
sistemlerden ise istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla inhibisyon
gOstermistir (p<0,05).

i-Bond’un test edilen bakterilere olan inhibitér etkisi ¢cok zayif
olup istatistiksel olarak da anlamli degildir (p>0,05). i-Bond test edilen Ug¢
bakteri tirlne karsi, diger dentin baglayici sistemlerden istatistiksel olarak
anlamli derecede daha disik degerlerde (p< 0,05) inhibisyon etkisi
gostermistir  (L.casei ve S.mutans igin ortalama inhibisyon zon
¢capi=10,6+£1,15mm, C.albicans i¢in  ortalama inhibisyon zon
¢ap1=9,33+1,15 mm).
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Clearfil Protect Bond sistemde antimikrobiyal monomer
MDPB katilmis olan primeri, her ¢ mikroorganizma turine karsi gugla
inhibitdér etki godstermistir. Clearfil Protect Bond primer tarafindan
olusturulan inhibisyon zon capi S.mutans (ortalama inhibisyon zon
¢cap1=28,6+1,15 mm) ve C.albicans (ortalama inhibisyon zon ¢api=29+2,30
mm) icin diger test edilen tim baglayici sistemlerden, istatistiksel olarak
belirgin bir sekilde daha fazladir (p<0,05). Clearfil Protect Bond primer
L.casei lizerinde inhibitdr etki gdstermekle birlikte (ortalama inhibisyon zon
capi=28,6+1,15 mm), bu etkisi SL Bond sistemden (ortalama inhibisyon
zon ¢api=50£1,15 mm) istatistiksel olarak belirgin derecede azdir.

Clearfil Protect Bond baglayici ise, her (¢ mikroorganizma
tirne kars! inhibisyon etkisi géstermemigtir. Negatif kontrol grubu olarak
kullanilan SF ile istatistiksel olarak aralarinda anlamh bir fark
bulunamamistir (p>0,05), her ikisinde de test bakterilerine karsi olusan
inhibisyon zon ¢api degeri “0” olarak bulgulanmistir.

Bu cgalisma sonucuna gbre test edilen dentin baglayici
sistemler arasinda her ¢ mikroorganizma tirtine karsi en fazla inhibisyon
zon capl % 95 glvenlik seviyesine gobre, istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ortalama 31,889+0,314 mm’lik ¢ap degeri ile Clearfil
Protect Bond primer tarafindan olusturulmustur.

Calismada pozitif kontrol grubu olarak kullanilan
klorheksidinin her ¢ mikroorganizma turine karsi olusturdugu, % 95
glvenlik seviyesinde, istatistiksel olarak ortalama inhibisyon zon c¢api
degeri ise 22,0£0,314 mm olarak tespit edilmistir. Bu ortalama deger
Clearfil Protect Bond primerden (ortalama inhibisyon zon g¢api
=31,889+0,314 mm) daha dusuiktdr.

Calismada test edilen maddeler mikroorganizmalara karsi
olusturduklari ortalama inhibisyon zon g¢aplarina goére buyukten kiigige su
sekilde siralanabilir; Clearfil Protect Bond primer (31,889+0,314 mm) > SL
Bond (28,44+0,314 mm) > i-Bond (10,22+0,314 mm) > Clearfil SE Bond
primer (6,330,314 mm) > Clearfil SE Bond baglayici (3,11+0,314 mm) >
Clearfil Protect Bond baglayici (0 mm).

Baglayici sistemlerin en fazla inhibitor etki gésterdigi bakteri
ise S.mutans, S.mutans’a kargl test edilen tim baglayici sistemlerin
olusturdugu ortalama inhibisyon zon ¢api= 15,250,192 mm olarak tespit
edilmistir. L.caseiye Kkargi tim baglayici sistemlerin olusturduklari
ortalama inhibisyon zon c¢api ise 14,375+0,192 mm’dir. Baglayicilarin en
az inhibisyon olusturduklari  mikroorganizma ise C.albicansitir,
C.albicans’'a kargl test edilen tim baglayici sistemlerin olusturdugu
ortalama inhibisyon zon ¢ap1=8,625+0,192 mm’dir.
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4.2.MiK ve MBK Ol¢iim Bulgulari

Calismada test edilen baglayici sistemlerin L.casei,
C.albicans ve S.mutans’a kargl minimal inhibitér degerleri Tablo 3’de
gosterilmigtir. Bu degerler orijinal solisyona (BHI) ylzde orani olarak
(ug/mL) hesaplanmistir.

Galisma sonuglarina gbére minimal inhibitér konsantrasyon
degerleri ile minimal bakterisid konsantrasyon degerleri birbirine esittir.
(MIK=MBK)

Tablo 3: Baglayici sistemlerin, L.casei, C.albicans ve S.mutans icin
MBK degerleri (ug/mL).

Maddeler L.casei C.albicans S. mutans
Clearfil SE 0,5 0,0625 0,125
Bond primer

Clearfil SE 0,0625 0,5 0,5
Bond baglayici

SL Bond 0,25 0,0313 0,25
i- Bond 0,125 0,0625 0,0625
Clearfil Protect 0,0156 0,0078 0,0078
Bond primer

Clearfil Protect 0,5 0,5 0,5
Bond baglayici

Negatif kontrol grubu olarak kullanilan SF’in  tim
konsantrasyonlarinda bakterilerde Ureme go6rtlmastir. Pozitif kontrol
grubu olarak kullanilan %2’lik klorheksidin solisyonu ¢ok dlslUk
konsantrasyonda (0,0625 pg/mL) bakterisid etki gdstermigtir.

Clearfil SE Bond primer, C.albicans i¢in dusik MBK degeri
(0,0625 ug/mL) goésterirken, Clearfil SE Bond baglayici ise L.casei igin en
distk MBK degerine (0,0625 pg/mL) sahiptir.

SL Bond, L.caseive S.mutans icin ayni MBK degerine (0,25

ug/mL) sahipken, C.albicans igin ¢ok daha disik MBK degerine sahiptir
(0,0313 pg/mL).
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i-Bond, C.albicans ve S.mutans igin distk (0,0625 pg/mL)
MBK degerine sahipken, L.casei icin bu deger daha yuksektir (0,125
pg/mL).

Clearfil Protect Bond primer, L.casei (0,0625 pg/mL),
C.albicans (0,0078 pg/mL) ve S.mutans (0,0078 pg/mL) icin diger
baglayici sistemlere gbre en disik MBK degerine sahiptir. Ayrica Clearfil
Protect Bond primer’in, C.albicans ve S.mutans igin MBK degeri pozitif
kontrol grubu olarak kullanilan klorheksidinden (0,0625 ug/mL) de disik
degerdedir.

Clearfil Protect Bond baglayici, her ¢ mikroorganizma igin
de yUksek (0,5 pg/mL) MBK degerine sahiptir.

Calismada kullanilan dentin baglayici sistemlerin; L.casei
icin MBK degerleri 0,0156-0,5 ug/mL, C.albicans i¢in 0,0625-0,5 pug/mL,
S.mutans icin 0,0625-0,5 ug/mL arasinda degismektedir.

L.casei icin test edilen tOm dentin baglayici sistemler
arasindan Clearfil Protect Bond primer en dustk MBK degerine (0,0156
ug/mL) sahiptir. Diger bir ifade ile Clearfil Protect Bond primer, L.casei igin
en fazla bakterisid etkili baglayicidir.

C.albicans ve S.mutans igin test edilen tim baglayici
etkenler arasindan en fazla fungusid/bakterisid etkili olan baglayici sistem
en disik MBK degeri (0,0078 pg/mL) ile Clearfil Protect Bond primer
olarak tespit edilmistir.

Calisma sonucuna gére L.casei, C.albicans ve S.mutans igin

en disUk konsantrasyonda inhibitér etki gésteren baglayici sistem Clearfil
Protect Bond primer’dir.
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4.3.Genotoksisite Testi Bulgulari

Test edilen dentin baglayici sistemlerin her bir grubunda,
tripan mavisi ile boyamada hiicre canhligi % 90’in tGzerinde bulunmustur.
Calismamizda, tek hiicre jel elektroforez yonteminde genotoksik hasari
belirten 3 farkh paramatre; kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti bulgularini dikkate aldik.

Calisma sonuglarina goére, in vitro sartlarda test maddeleri ve
kontrol gruplarn ile 1 saatlik maruziyetten sonra insan periferal
lenfositlerindeki, 300 skor/konsantrasyonu (100 skor/deney, 3 deney) ifade
eden, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk moment degerlerinin
ortalamasi (+ standart hata, SDE) Tablo 4 ve Grafik 2- 4’de verilmistir.
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Tablo 4: Baglayici sistemler, negatif kontrol ve pozitif kontrolle tedavi edilen
lenfositlerdeki DNA hasari (kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
ortalama (+SDE) degerleri).

TEDAVI GRUBU COMET YONTEMI PARAMETRELERI
Madde Konsantrasyon | Kuyruk uzunlugu Kuyruk yogunlugu | Kuyruk momenti
Negatif Kontrol PBS 0,75 = 0,006 3,28 + 0,25 0,02 + 0,001
Pozitif Kontrol | 50uMH,0, | 1,79+0,03 " 3781+144 047002
i-Bond 25ul 0.24 0,003 5,34 +0,45 0,01 £ 0,001
i-Bond 50ul 0.24 0,002 5,10 0,41 0,008 = 0,0007
i-Bond 100ul 0,25 0,002 6,95 0,51 0,01 + 0,001
i-Bond 250ul 0,25+ 0,003 4,45 +0,67 0,01 = 0,001
Clearfil SE 25ul 0,68 + 0,006 2,98 + 0,28 0,01 + 0,001
Bond primer

Clearfil SE 50ul 1,59 +0,03 """ 31,1+1,59 """ 034+ 0,02 "
Bond primer

Clearfil SE 100yl 154004 38.02+158" " 037+ 001"
Bond primer

Clearfil SE 25ul 0.65 + 0,006 324029 0,01 = 0,001
Bond baglayici

Clearfil SE 50ul 0.82 + 0,02 8.84 + 0,86 0,06 £ 0,008
Bond baglayici

Clearfil SE

Bond baglayic: 100pl 1,15 +0,03 1591+ 1,11 0,14 + 0,01
Clearfil Protect 2501 1,03 0,02 12,25 + 0,99 0.1 + 0,009
Bond primer

Clearfil Protect 50ul 1,18 0,03 150+1,12 0,13 + 0,01
Bond primer

Clearfil Protect 100u1 1,65 0,02 4376 £2.17 - 0.46 + 0.02
Bond primer

Clearfil Protect 25ul 0.87 + 0,02 8.5+ 0.96 0.06 £ 0,009
Bond baglayici

Clearfil Protect 50ul 1,18 + 0,54 15,0 + 19.49 0,13 + 0,21
Bond baglayici

Clearfil Protect 100ul 1524003 """ 29334162 " 032+ 002"
Bond baglayici

SL Bond 25ul 0,73 £ 0,01 5,07 £0,83 0,03 = 0,006
SL Bond 50ul 0,73 0,01 3,12 £ 0,45 0,01 = 0,004
SL Bond 100ul 0,71 £ 0,01 4,12 £ 0,54 0,02 + 0,004

* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001; dentin baglayici sistemler ve pozitif kontrolle tedavi

edilen lenfositlerdeki DNA hasarinin, negatif kontrolle karsilastirildigindaki istatistiksel

olarak onemini gostermektedir.
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Kuyruk Uzunlugu
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Grafik 2. Baglayici sistemler, negatif kontrol ve pozitif kontrolle tedavi edilen lenfositlerdeki ortalama kuyruk uzunlugu degerleri.
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Kuyruk Yogunlugu

45

40

35 1

30 1

25

20 1

154

10 1

‘
s
"\gjr

eqp? Q¢

TSI TSI TSI rrrrrs)

AL LS TTSS LSS TT IS S LSS TS S S LSS SS LSS

B Negatif Kontrol

O 12.5 mg/ml I-Bond
8 2.5 mg/ml SE Bond
| 1.25 mg/ml PB
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Grafik 3. Baglayici sistemler, negatif kontrol ve pozitif kontrolle tedavi edilen
lenfositlerdeki ortalama kuyruk yogunlugu degerleri.
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Kuyruk Momenti
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Grafik 4. Baglayici sistemler, negatif kontrol ve pozitif kontrolle tedavi edilen lenfositlerdeki ortalama kuyruk momenti degerleri
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Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan hidrojen peroksit
lenfositlerde belirgin DNA hasari olustururken, negatif kontrol grubu olarak
kullanilan PBS ise hiicreler Uzerinde herhangi bir genotoksik etki
gbstermemisgtir.

Calisma sonuclarina gére genotoksik hasari tespit etmek icin
6nemli élcutler olan kuyruk uzunlugu, yodunlugu ve momenti degerleri
acisindan, baglayici sistemler arasinda istatistiksel olarak anlamh farklar
tespit edilmigtir (p< 0,05).

Calismada dentin baglayici sistemlerin uygulama dozlari
olan 1,25 mg/ml, 2,5 mg/ml ve 5 mg/ml'den elde edilen 3 farkli ellisyon
konsantrasyonu; 25ul, 50yl ve 100ul test edilmistir. Maddelerin
konsantrasyonlar ile kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti arasinda farklikliklar bulgulanmistir. Kuyruk yogunlugu, uzunlugu
ve momenti bakimindan Clearfil Protect Bond ve Clearfii SE Bond'un
olusturduklari DNA hasari doz ile iligkili, fakat SL Bond ve i-Bond igin
gbrulen genotoksik etki dozdan bagimsiz olarak gelismigtir.

Kendinden asitli sistem Clearfil SE Bond primer, her ¢ kriter
acisindan, disuk bir konsantrasyonda, 50ul’de belirgin bir DNA hasari
olusturmustur (p< 0,05). Clearfi SE Bond baglayici ise yUksek
konsantrasyonda, 100ul’de genotoksik etki gdstermigtir.

SL bond, her dozu icin istatistiksel olarak anlamli bir DNA
hasar olusturmamis kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momentinde belirgin
bir artis géstermemistir (p> 0,05).

i-Bond baglayici sistem, her dozunda kuyruk uzunlugunda,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde negatif kontrol grubundan duisuk
degerler gbéstermistir (p< 0,05). Kuyruk momenti ve yogdunlugu tim
dozlarinda belirgin bir artis géstermemistir (p> 0,05).

Clearfil Protect Bond primer, 25ullik en disik
konsantrasyonda, kuyruk uzunlugunda belirgin bir DNA hasan
olusturmazken, 50ul ve 100ul’'de istatistiksel olarak anlamli derecede DNA
hasari olusturmustur(p< 0,05). 100ul'lik konsantrasyonda yaptigi hasar
50ul'de olusan hasardan anlamli derecede fazladir (p< 0,05). Kuyruk
momenti ve yodunlugu ise sadece 100ul’lik ylksek konsantrasyonda artis
gostermistir.

Clearfil Protect Bond baglayici, kuyruk moment, uzunluk ve

yogunlugu, sadece ylUksek konsantrasyonda (100ul) istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde artis géstermistir (p< 0,05).
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Calismada test edilen dentin baglayici sistemlerden, kuyruk
uzunlugunda, 25pl’lik uygulama dozunda, en disik artigi i-Bond ile SL
Bond yapmis, bu ikisi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulgulanmamistir (p> 0,05). Diger dentin baglayici sistemler ise i-
Bond'dan belirgin olarak fazla artis gdstermistir (p< 0,05). Ayni dozda,
diger maddeler arasinda ise anlamli bir fark tespit edilememistir (p> 0,05).
50ulde ise, diger baglayici sistemler arasinda en fazla etkiyi Clearfil SE
Bond primer go6stermigtir. 100ul'de, Clearfil Protect Bond primerin
gosterdigi artis ile Clearfil SE Bond primer arasinda belirgin bir fark yokken
(p> 0,05), Clearfil Protect Bond primerin yaptigi artis diger baglayici
sistemlerden istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (p< 0,05).

Kuyruk yodunlugu artisi bakimindan, 25ul’de, bagdlayici
sistemler arasinda anlaml bir fark bulgulanmamistir (p> 0,05). 50ul’de,
Clearfil SE Bond primer, diger baglayici etkenlerden anlamli bir sekilde
belirgin kuyruk yogunlugu artigsina neden olmustur (p< 0,05). 100ul'de,
Clearfil Protect Bond primer ile Clearfil SE Bond primer arasinda anlamli
bir fark yoktur (p> 0,05). Clearfil Protect Bond primer diger baglayici
sistemlerden ise anlamli derecede fazla artisa neden olmustur (p< 0,05).

Dentin baglayici sistemlerin  kuyruk momentine etkileri,
25ul'de istatistiksel olarak anlamh farkliliklar géstermezken (p> 0,05),
50ul'de ise en fazla etkiyi Clearfil SE Bond primer gdstermistir (p< 0,05).
100ul’'de, Clearfil Protect Bond primer; Clearfil SE Bond primer ve Clearfil
Protect Bond baglayicidan farkli bir etki yaratmazken (p> 0,05), diger
sistemlerden istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla kuyruk
momenti artisina neden olmustur (p< 0,05).

Clearfil SE Bond primer, 25ul’de, sadece i-Bond’dan belirgin
derecede fazla kuyruk uzunluguna neden olmus (p< 0,05), diger
sistemlerle arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir
(p> 0,05). Kuyruk yogunlugu ve momenti ise ayni dozda diger baglayici
sistemlerle anlaml bir fark géstermemistir (p> 0,05).

Clearfil SE Bond primer, 50ul'de, i-Bond, Clearfil SE Bond
baglayici, Clearfil Protect Bond baglayici ve SL Bond’dan anlamli
derecede daha fazla kuyruk uzunluguna ve moment artisina neden
olmustur (p< 0,05). Kuyruk yogunlugu ise 50ul'de, diger baglayici
etkenlerden anlamli derecede daha fazla artis géstermistir (p< 0,05).

Clearfil SE Bond primer, 100ul'de, kuyruk uzunlugu i-Bond
ve SL Bond'dan daha fazla artis géstermistir(p< 0,05). Kuyruk yogunlugu,
i-Bond, SL Bond ve Clearfil SE Bond baglayicidan belirgin derecede daha
fazla artig géstermistir (p< 0,05). 100ul’de, i-Bond, Clearfil SE Bond ve SL
Bond’dan daha fazla kuyruk momentinde artisa neden olmustur (p< 0,05).
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Clearfi SE Bond baglayici, 25ulde, kuyruk uzunlugu,
yogunlugu ve momentinde diger dentin baglayici sistemlerle istatistiksel
olarak farkli bir etkiye neden olmamistir (p> 0,05).

Clearfil SE Bond baglayici, 50ul'de ise, kuyruk uzunlugu,
yogunlugu ve momenti acisindan sadece Clearfii SE Bond primer ile
anlamh farkhliklar géstermistir (p< 0,05). Clearfil SE Bond primer her (¢
6lgut icin daha fazla artisa neden olmustur (p< 0,05).

Clearfil SE Bond baglayici, 100ul’'de, SL Bond harig, diger
baglayici etkenlerden anlamli derecede daha az kuyruk uzunlugunda
artisa neden olmustur (p< 0,05). Kuyruk yodunlugu ve momentini ise
Clearfil Protect Bond primer ve Clearfii SE Bond primerden anlaml
derecede daha az artirmistir (p< 0,05).

SL Bond, 25ul'de, i-Bond'dan daha fazla kuyruk
uzunlugunda artisa neden olurken (p< 0,05), kuyruk yogunlugu ve
momenti agisindan diger sistemlerle arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark yoktur (p> 0,05). 50ulde, i-Bond’dan daha fazla kuyruk
uzunlugunu artirirken, Clearfil SE Bond primer ve Clearfil Protect Bond
primer ise ayni dozda SL Bond'dan daha fazla etkilidir (p< 0,05). 50ul'de
kuyruk yogunlugu ve moment artisi ise Clearfil SE Bond primer de SL
Bond’dan belirgin olarak daha fazladir (p< 0,05). 100ul’de, i-Bond hari¢
diger tim bagdlayici sistemler kuyruk uzunlugunu, yodunlugunu ve
momentini SL Bond’dan daha fazla artirmiglardir (p< 0,05).

i-Bond’un her ¢ dozunda kuyruk uzunlugunda yaptig! artis
SL Bond haricinde diger dentin baglayici sistemlerden istatistiksel olarak
anlamh sekilde disik degerlerdedir (p< 0,05). Kuyruk yogunlugunda ve
momentinde yaptigir artis 25ul'de, diger gruplarla anlamli bir farklilik
gostermezken (p> 0,05), 50ul'de, sadece Clearfil SE Bond primer ile
anlamh bir fark géralmustir (p< 0,05). 100ul'de, ise, Clearfii SE Bond
primer, Clearfil Protect Bond primer ve Clearfil Protect Bond baglayici,
anlamli derecede i-Bond’'dan daha fazla kuyruk yogunlugunda ve
momentinde artisa neden olmustur (p< 0,05).

Clearfil Protect Bond primer, 25ul'de, sadece i-Bond’dan
anlamh derecede daha fazla kuyruk uzunluguna neden olmus, kuyruk
yogunlugu ve momenti ise ayni dozda diger dentin baglayici sistemlerle
anlaml bir fark géstermemistir (p> 0,05).

Clearfil Protect Bond primer, 50ul'de, i-Bond ve SL Bond’dan
daha fazla kuyruk uzunlugunda artisa neden olmus (p< 0,05), Clearfil SE
Bond primerden ise ayni dozda daha az etki gdstermistir(p< 0,05).
50ulde, kuyruk yogunlugu ve moment artisi ise Clearfii SE Bond
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primerden istatistiksel olarak anlamli derecede disiuk bulunmustur (p<
0,05).

Clearfil Protect Bond primer, 100ul'de, i-Bond, Clearfil SE
Bond baglayici ve SL Bond’'dan daha fazla kuyruk uzunluguna neden
olmus, kuyruk yogunlugu ise Clearfil SE Bond primer ile belirgin bir fark
g6stermezken (p> 0,05), diger baglayici sistemlerden anlaml derecede
fazla artis gdstermistir (p< 0,05). Kuyruk momenti ise Clearfil SE Bond
primer ile Clearfil Protect Bond baglayici sistem haricinde, diger
sistemlerden istatistiksel olarak anlamli derecede fazla artisa neden
olmustur (p< 0,05).

Clearfil Protect Bond baglayici, 25ul’de, kuyruk yogunlugu ve
momentinde diger dentin baglayici sistemlerden farkli bir etkiye neden
olmazken (p> 0,05), kuyruk uzunlugunda ise sadece i-Bond’dan anlamli
derecede fazla artisa neden olmustur (p< 0,05). 50ul'de, sadece Clearfil
SE Bond primerden anlamh derecede daha az kuyruk uzunlugu,
yodunlugu ve momentinde artisa neden olmustur (p< 0,05). 100ul'de, i-
Bond, Clearfii SE Bond baglayici ve SL Bond’'dan daha fazla kuyruk
uzunluguna neden olurken, Clearfil Protect Bond primerden ise anlamli
derecede daha az etki gbéstermistir (p< 0,05). Kuyruk yogunlugu i-Bond ve
SL Bond’dan fazla iken, Clearfil Protect Bond primerden belirgin olarak
azdir (p< 0,05). Kuyruk momentindeki artis ise i-Bond ve SL Bond'dan
istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazladir (p< 0,05).
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Calismada, comet deneyinde elde edilen hiicre gérintileri
hasarsiz, orta hasarli ve c¢ok hasarli olacak sekilde Sekil 1-3’de
gOsterilmistir.

Sekil 1. Hasar Olugsmamis Hiicre Goriintiisii (negatif kontrol grubu, PBS)
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Sekil 2. Orta Hasarli Hicre Gorintisiu (Clearfil SE Bond primer, 50ul’lik
konsantrasyonda)

Sekil 3. Cok Hasarli Hiicre Goériintiisii (Clearfil Protect Bond baglayici, 100ul’lik
konsantrasyonda)
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5. TARTISMA

Curlk ile periodontal hastaligin esas nedeni olan, dis ile
onarim maddesi yuzeyi (zerine yapigsan, polisakkarit matriks, agiz
bakterileri ve onlarin metabolik Grinlerinden olusan dis biyofilm tabakasi
ve bunun yani sira onarim maddesi altinda birakilan ya da dolgu maddesi
ile dis arahgindaki mikro bosluklardan sizan bakteriler, sekonder clrik
olusumuna yol actigi gibi pulpaya da zarar verebilir. Basarili bir tedavi ve
agiz saghgi icin kavitede kalan ve invaziv bakterilerin zararli etkilerinden
korunmak énemlidir. Bu ylzden dis onarim maddelerinin antimikrobiyal
etkinliginin olmasi onlardan beklenen énemli bir 6zelliktir '>°”.

Son yillarda yapilan calismalar, kompozit recinelerde diger
dolgu maddelerine oranla daha fazla biyofilm birikimi ya da bakteri
baglanmasi oldugunu géstermistir 2.

Svanberg ve arkadaslar ®, Il.sinif amalgam, kompozit ve
cam iyonomer siman onarimlarin kenarlarindaki biyofilm igindeki mutans
streptokoklarinin  seviyelerini, en yUksek olarak sirasiyla kompozit
(ortalama 13.7), sonra amalgam (ortalama 4.3) ve cam iyonomer simanda
(ortalama 1.1) tespit etmislerdir.

Kompozitlerin temel bilesenleri olan Bis-GMA, TEGDMA ya
da sikhkla kullanilan UDMA’nin agiz bakterilerine karsi ¢ok az
bakteriyostatik/bakterisid etki gosterdigi ya da hi¢c etki gbstermedigi
bildirilmistir "°.

Kawai ve arkadaslari ”', kompozit recine ellisyon Griinlerinin
ve bazi recine monomerlerinin Streptococcus sobrinus’'un buydmesini
hizlandirdigini ayrica, dimetakrilat monomerlerden Bis-GMA, TEGDMA ve
UDMA’nIn streptokok tirlerinin blyUimesini stimle ettigini bildirmigtir.

Kompozit ve igeriklerinin antimikrobiyal etkileriyle ilgili
1977'den beri, pek cok calisma yapilmaktadir 2. Son yillarda regine
komponentleri gelistirmek icin yapilan énemli bir girisim de, regine matriks
icine antimikrobiyal komponentin sabitlenmesidir. Bu amagla salim
yapmayan, antimikrobiyal &zellikte yeni bir monomer olan 12-
methacryloyloxydodecyl-pyridinium bromide (MDPB), dértli amonyum ve
methacrylo7yl grubun birlestiriimesi ile elde edilip kompozit regine igine
katilmistir >, Kompozite 1sik uygulanmasiyla, MDPB diger monomerlerle
birlikte kopolimerize olmakta ve antimikrobiyal etken polimer baga
kovalent olarak baglanmaktadir.

MDPB iceren kompozitlerin etkisi antimikrobiyal etken salimi
yapan maddeler kadar yogun degildir °. Ebi ve arkadaslari " hizli renk
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degisiminin MDPB igerikli kompozitlerde degerlendiriimesi gereken dnemli
bir olumsuzluk oldugunu bildirmislerdir.

Kompozitlerde antimikrobiyal etki saglamada karsilagilan bu
tir problemler ile minimal invaziv dis hekimliginde dis dokusunun az
miktarda uzaklastirimasiyla kavite iginde bakteri kalma ihtimali olmasi ve
preperasyon sonrasi kavite icindeki bakterilerin tam olarak belirlenmesi zor
oldugundan ideal bir tedavi elde etmek zorlasmaktadir °.

Tobias ve arkadaslari "®, in vivo olarak kavitelerde gériilen
pulpa yangisinin tam olarak kaide ve dolgu maddesinin kimyasal irritasyon
etkisinden degil, kavite duvar ile dolgu maddesi arasindaki mikrosizintinin
bir sonucu olarak olustugu ve dolgu maddesinin antimikrobiyal 6zelliginin
mikrobiyal sizinti derecesini de etkiledigini vurgulamiglardir.

Bu problemler, dolgunun yerlestiriimesi esnasinda kavitede

kalan bakterileri etkisiz hale getirebilecek, antimikrobiyal 6zellikte dentin
baglayici sistemler Gzerine ¢alismalarin yogunlagmasina neden olmustur.
Bu yilzden bu calismada antimikrobiyal etkisi oldugu ileri s(rllen
kendinden asitli baglayici sistem (Clearfil Protect Bond) ile farkh
Ozelliklerdeki sistemlerin (Clearfil SE Bond, SL Bond, i-Bond), clrik ile
yakin iligkili olan agiz bakterilerine (L.casei, C.albicans, S.mutans) karsi
antimikrobiyal etkisi agar disk diflzyon testi ve seri mikrodilisyon testi
olmak Uzere iki farkli deney tzerinde gergeklestiriimistir.
Sundqvist ve arkadaslari 77, agiz boslugu icinde 500°den
fazla sayida bakteri grubu yer aldigini fakat bu tdrlerin ¢ok azinin ¢irik ya
da pulpa iltihabiyla iligkili oldugunu bildirmistir. S.mutans ve laktobasiller
en temel dis patojeni olarak kabul edilmesine rag7men daha pek c¢ok
bakteri tiirli de ciiriik lezyonlariyla iliskilendirilmistir 8.

C.albicans ile kuron ve kdk ¢cirigu arasindaki iliski pek ¢ok
arastirmaci tarafindan gdsterilmistir >%°8-°%79.80.81.82.83

Pienihakkinen ve arkadaslar ® cirik artisi ve kandida
iliskisini, Russell ve arkadaslari *® yetiskinlerde ¢lrik artlgl ile kandida,
laktobasil ve S.mutans iliskisini, Coulter ve arkadaslari > cocuklardaki
curik ile kandida ve laktobasil iligkisini yaptiklari calismalarla
gOstermiglerdir.

Nikawa ve arkadaslari 3, C.albicans’in hidroksiapatit yapiya
elektrostatik etkilesimle yapistigl, ¢ok dustk bir sayida (1,0/7,4x10°),
C.albicans’in hidroksiapatit yapilyr S.mutansa oranla c¢cok daha fazla
(yaklasik 20 kat) ¢6zebildigini tespit etmislerdir.
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Morinushi ve arkadaslar *’, dolgu ile tedaviyi takiben 6 ay
sureyle, yeme aligkanliklari ve dis fircalama aligkanliklar dikkatlice
dizenlendiginde, tokurOkte bulunan laktobasil ve streptokoklarin etkisini
degerlendirmiglerdir. Tedaviden sadece 1 hafta sonra mutans
streptokoklar, laktobasil ve asiditede azalma go6raimUstir. Laktobasil
tedaviye en fazla direnen bakteri olarak tespit edilmistir.

Cabezas ve arkadaslart *, S.mutans, L.casei ve
A.naeslundii genotip2’nin amalgam onarim altinda olusan sekonder
curlklerde fazla oranda bulundugunu ve bu c¢irtklerin olusmasinda énemli
bir role sahip olduklarini bildirmiglerdir.

Bu calismada, dis cluragayle yakin iligkisi olan ve yukarida
konusu gecgen arastirmalarda yeralan mikroorganizmalardan; L.casei,
C.albicans ve S.mutans’a karsi dentin baglayici sistemlerin antimikrobiyal
Ozellikleri agar disk difiizyon testi ve seri mikrodilisyon testi ile
degerlendirilmigtir.

Tobias '°, agar disk diflizyon testinin dis dolgu maddelerinin
antimikrobiyal 6zelliklerini degerlendirmede en sik kullanilan yéntem
oldugunu, agar disk difiizyon testini etkileyen degiskenler dikkatli bir
sekilde kontrol edildiginde tutarli ve tekrar edilebilir sonuglar elde etmenin
muamkin oldugunu belirtmigtir.

Fraga ve arkadaslari %, agar disk diflizyon testinin fakli ekim
blyudklUklerini ve besiyeri maniplUlasyonundaki farkhliklari elimine etmesi
ve maddeler arasinda etkili bir kargilastirma yapmaya olanak saglamasi
gibi 6nemli avantajlar oldugunu belirtmigtir.

Agar disk difizyon testinin bu ¢alismada uygulanma nedeni,
Baseren ve arkadaslarinin ¢ da belirttigi gibi, bu y®&ntemin dentin
baglayicilar gibi ¢dzinebilir maddelerin testine imkan taniyan bir yéntem
olmasidir.
Palenik ve arkadaslar ¥, agar disk diflizyon testinin diger
ybntemlere gére daha ucuz ve fazla sayida 6rnekle tekrarlanabilir
olmasina ragmen iki belirgin dezavantaji oldugunu éne strmuslerdir.

1) Inhibitdr zonun buydkIGga; mikroorganizma duyarhlid,
etkenin ¢dzUnebilirligi ve etken maddenin yerlestirmeyi takiben ilk birkag
saat icindeki salinan madde miktariyla iligkilidir. Florid, klorheksidin,
gluteraldehit ve hatta asit gibi dis dolgu maddelerinin iginde yer alan
antimikrobiyal etkenler agar iginde sinirli bir ¢ézindrlige sahiptir ve
yalnizca bakteriyostatik etkili olacak oranlarda salinabilmektedir.
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2) in vitro ve in vivo antimikrobiyal etkinlik arasinda kesin bir
iliski kurulamamaktadir. Agar disk difiizyon testinin en yaygin kullaniminin,
yeni maddeleri incelemek ya da cok farkli maddelerle karsilastirabilmek
oldugu belirtilmistir.

Bu dezavantajlar g6z éntne alinarak, bu calismada, her bir

baglayici sistemin MiK ve MBK degerleri yapilan seri mikrodiliisyon testleri
ile de tespit edilmigtir.
Imazato ve arkadaslari %8 yaptiklari calismada, maddelerin
agar disk diftizyon testi sonucu ile elde edilen etkinliklerini, MiK/MBK
Olcimi ile elde edilenlerden biraz farklh bulmustur. Benzer sonug
calismamiz icin de gecerlidir. SL Bond, L.casei i¢in agar disk diflizyon
testinde en genis inhibisyon zon capini olustururken, MIK/MBK élgiimii
L.casei icin C.albicans'la kargilastirildiginda daha ylksek degerde
bulunmustur. Ayni sekilde Clearfil Protect Bond primer, C.albicans ve
S.mutans igin ayni degerde disiuk MBK degerine sahipken, agar disk
diflizyon testinde S.mutans icin daha genis inhibisyon zonu olusturmustur.
Clearfil SE Bond baglayici, L.casei icin agar disk difiizyon testinde etkisiz
bulunurken, MiK/MBK élgiimiinde diisiik degerde etki gdstermistir.

Test edilen tim dentin baglayici sistemler agar disk difiizyon
testinde C.albicans igin zayif inhibisyon olustururken, MiK/MBK
6lcimlerinde ise Clearfil Protect Bond Primer, SL Bond, i—-Bond ve Clearfil
SE Bond primerin gicli  bakterisid/fungusid etki gdOsterebildigi
bulgulanmistir. Bu farkhligin nedeninin, dentin baglayici sistemlerin, agar
icindeki diflizyon kapasitelerini etkileyen farkli molektl buayUklUkleri ve
elektrik yUkleri oldugu distnulmektedir.

Bununla beraber calismada, bazi maddeler icin agar disk
diflizyon testi ile MIK/MBK élctimleri parelel sonugclar géstermistir. Clearfil
Protect Bond baglayici, agar disk difizyon testinde her 3 bakteri icin
etkisiz bulunurken, MiK/MBK degerlerinde de maddeler icinde en yiiksek
degere sahip olan baglayicidir. Clearfil SE Bond baglayici, agar disk
difizyon testinde vyalnizca S.mutans igin ¢ok zayif bir inhibisyon
olusturmus, MIK/MBK élctimlerinde de C.albicans ve S.mutans igin ¢ok
ylksek degerler géstermigtir.

Bu calismada gergeklestirilen seri mikrodilisyon testine
gobre, antimikrobiyal monomer MDPB igeren Clearfil Protect Bond primer,
L.casei icin diger baglayicilardan cok daha disik MiIK/MBK degeri (15,6
ug/mL) gdéstermistir. Calismamiz bulgularina benzer sekilde, Imazato ve
arkadaslari %, %5 MDPB katilmis deneysel bir primer ile 3 farkli primerin
(LB Primer, Scotchbond Multi Purpose primer, Bondwell LC primer),
laktobasillerin fakulltatif anaerob tirlerine karsi antibakteriyel etkilerini ve
MIK/MBK degerlerini belirledikleri ¢aligmalarinda; MDPB igerikli primerin
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en etkili bakterisid oldugunu ve 40 kez dilie ettiklerinde bile etkili oldugunu
bulmuslardir. Ayrica MiK ve MBK odlgiimlerine gére, MDBP’nin tiim
laktobasil tdrlerini 7,8-15,6 pg/mL’lik konsantrasyonda 6ldardiginu
bildirmiglerdir. Bu deger calismamizda L.casei icin bulunan MIK/MBK
degeri ile aynidir.

Imazato ve arkadaslari *, MDPB’nin agiz streptokoklari
Uzerine olan minimal bakterisid konsantrasyonu (MBK) ile zamana bagli
oldirme kinetigi Uzerine yaptiklari arastirmada, polimerize edilmemis
MDPB’nin yedi farkh Streptokok turine kargi MBK degerini 31,3-62,5
ug/mL olarak tespit etmis ve bakterisid etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Zaman-6lim orani calismalari, MDPB’nin  hizli baktesid etkisini
g6stermigtir. Bu arastirmada ise zamana bagh 6ldirme kinetigi
degerlendirmesi yapilmamakla birlikte, seri mikrodilisyon testinde MDPB
iceren Clearfil Protect Bond primerin, baglayici sistemler icinde ve pozitif
kontrol olan klorheksidine oranla ¢ok daha diasik MBK degeri ile gugcli
bakterisid etkide oldugu gdsterilmisti. Bu calismada S.mutans igin
primerin MBK degeri 7,8 pg/mL olarak tespit edilirken, Imazato ve
arkadaslan 31,3-62,5 pg/mL olarak tespit etmisti. Bu deger
calismamizdaki pozitif kontrol klorheksidin ile benzer MBK degeridir. Bu
farkhlik, diger streptokok tdrlerinin, Clearfil Protect Bond primere olan
duyarliliklarinin degiskenlik géstermesinden kaynaklanabilir.

Imazato ve arkadaslar %, agar disk diflizyon testi ve
MIK/MBK 6lgimleri ile bes farkli kendinden asitli, tek basamakli sistem
(Prime&Bond NT, Syntac SC, Hytac OSB, Xeno Bond, One-up Bond F), 3
farkli priming/bonding sistem (Single Bond, One Step, Optibond Solo), 2
adet iki agsamall kendinden asitli sistemin (SE Bond primer, Unifil Bond
Primer) S.mutans, L.casei ve A.viscosusa karsi antibakteriyel etkilerini
degerlendirmiglerdir. Calisma sonucuna gére kendinden asitli sistemlerden
Clearfil SE Bond primer, S.mutans ve A.viscosus'a karsi zayif inhibisyon
gostermis, L.caserye karsi etkisiz bulunmustur. Calismamizda da benzer
sekilde, Clearfii SE Bond primer, S.mutans’a kargi zayif inhibisyon
gOsterirken, L.caseiye kargi etkisiz bulunmustur.

Calismada, Imazato ve arkadaslarinin °' da belirttigi gibi
antimikrobiyal bir monomer olan MDPB’nin primer icine yerlestiriimesinin
etkili bir antimikrobiyal primer elde etmek icin gecerli bir ydéntem oldugu,
MDPB igerikli primerin, hem agar disk diflizyon testi ve hem de MIK/MBK
6lcim sonuglarina gére gucli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bulgulanmistir. ~ Yeni geligtirilen bu baglayici sistemin antimikrobiyal
mekanizmasi; MDPB monomer iginde yer alan pozitif yOkll, pyridinium
grubunun, negatif yOkll, bakteri membranlan ile bulusma noktasi
olusturup, bu alanda elekirik dengelerini kaybedip, hicre zarinin
parcalanmasiyla bakterilerin 61dugu (bakteriyolizis) seklinde
aciklanmaktadr °70:89.90.98.102
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Kendinden asitli primerlerin bu calismadaki MiK/MBK
Olcimlerine gbére, aside direncli bakteri tiri olan L.casei igin, Clearfil SE
Bond primer vyUksek konsantrasyonda (0,5 pg/mL) etkili iken,
antimikrobiyal monomer iceren Clearfil Protect Bond primer ise ¢ok disik
konsantrasyonda (0,0156 pg/mL) etkili bulunmustur. Bu farkhhgin
primerlerin  asiditelerinden kaynaklanmayip antimikrobiyal monomer
ilavesinden ileri geldigi kanisindayiz. Bu bulgular, Imazato ve arkadaslari
8 tarafindan, mikrodiliisyon ydntemiyle yapilan MIK/MBK &lglimleri
sonucu, DBS’lerin antimikrobiyal etkinliklerinin, igerdikleri komponentlerin
asiditeleri ile iligkili olmadigini gésteren sonuglariyla paraleldir.

Kendinden asitli primerlerin asiditesi dentinle temasa

gectiginde tamponlanip, dentin sivisi ile dilie olmasinin da antibakteriyel
etkisini azalttig bildirilmistir >,
ltou ve arkadaslari %, primerin pH'sinin dentin ylizeyiyle
temasa gectiginde arttigini, primer sollisyonun lezyonun derin bdlgelerine
ulastikga dilie olduklarini ve antibakteriyel etkisinin zayifladigini bdylece
uygulanan primerin planktonik hticrelere olan etkisinin beklenenden ¢ok
daha az oldugunu bildirmiglerdir. Bu ylzden, basarili bir onarim igin, icinde
antibakteriyel 6zellik barindiran kendinden asitli primer kullanmanin faydal
olacagi 6éne surtlmagtar.
Marsh ve arkadaslari *® yaptiklari calismada, baglayic
sistemlerden; Fluoro Bond, Liner Bond 2 ve Takuso Mac Bond'un
kendinden asitli primerlerinin, S.mutans ve L.caseiye karsi antimikrobiyal
etkisini agar disk diflzyon testi ile degerlendirmisler ve antibakteriyel
etkinin sadece S.mutans igin gecerli oldugunu, L.caseinin ise aside
direncli bir bakteri oldugundan, maddelerin L.caserye karsi etkisiz
kaldiklarini géstermiglerdir.

Emilson %, Imazato %, Meiers *° ve arkadaslari, DBS’lerin
disik pH’da antibakteriyel etki gdsterdiklerini bildirmiglerdir. Primer ve
baglayicilarin igerdigi monomerler, molekulin bir ucunda hidrofilik bir grup
icerirler ve genelde hidrojen fosfat ya da karboksilat gibi asit yapidadirlar.
Bu ylzden, adezyonu kolaylastiran bu monomerleri iceren DBS’lerin
icerikleri daha fazla ya da daha az asidik 6zelliktedir.

Bu calisma sonuglarina gore, antimikrobiyal monomer
icermeyen, kendinden asitli sistem olan Clearfil SE Bond primer ve
baglayici kismi, agar disk diflzyon testinde S.mutans’a karsi zayif bir
inhibisyon olustururken, L.casei ve C.albicansa kargl ise etkisiz
bulunmustur. Benzer olarak Imazato ve arkadaslan °' yaptiklari
calismalarda, bazi kendinden asitli primerlerin, kavite test modeli ya da
stspansiyon icinde incelediginde,  S.mutanslari  &ldUrebildigini
bulmuslardir. Bu etki, kendinden asitli primerlerin pH’si 3’in altinda olan,
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asidik monomerleri fazla oranda igermeleriyle iligkilendirilmistir. Ancak
distk pH’a sahip bu baglayicilarin bakterisid aktiviteleri, laktobasil gibi
aside toleransli bakteriler karsisinda etkisiz kalmaktadir.

Imazato ve arkadaslari °', in vitro bakterisid etkisi oldugu
bildirlen MDPB icerikli primerin hayvan testleriyle in vivo antimikrobiyal
etkisini arastirdiklari calismada, enfekte dentin kavitesini simlle eden bir
model kullanarak, primerin etkinligini bakteri canliligi testi ve histopatolojik
inceleme ile degerlendirmislerdir. Calisma sonuglarina gbére, bakteri
canliigi testinde, kavite icine % 5 MDPB igeren primer uygulamasinin,
klorheksidin iceren dezenfektan sollisyonlara benzer olarak bakterileri
6ldirmede etkili oldugu bildirilmigtir. Bununla birlikte kontrol olarak
kullanilan kendinden asitli primer olan LB primerin (Kuraray) hafif fakat
belirgin olmayan bir oranda bakteri sayisinda azalmaya neden oldugu
tespit edilmigtir.

Bu calismada, kendinden asitli primer olan Clearfil SE Bond
primer, S.mutans Gzerinde hafif bir inhibisyon olustururken, diger bakteriler
lizerinde etkisiz bulunmustur. Imazato ve arkadaslari ®', LB primer de
dahil, 1,3 oranda pH’a sahip kendinden asitli primerlerin asiditelerine bagh
olarak antimikrobiyal etki gbsterdiklerini, fakat bu etkilerinin dentin kavitesi
icindeki bakterileri etkisiz hale getirmek igin yeterli siddette olmadigini
bildirmislerdir.

Bu arastirmada test edilen baglayici sistemlerin, L.casei,
C.albicans ve S.mutans tirleri Uzerinde, agar disk diflizyon testinde
olusturduklari inhibisyon zon gapl istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Emilson ve arkadaslarinin % yaptiklari calismada da paralel sonuclar
go6rulmektedir. Arastirmacilar 7 farkli dentin baglayici sistemin; Denthesive
(Heraeus, Kulzer), Gluma baglayici sistem (Bayer Dental), Prisma
Universal Bond (LD Caulk, Dentsply), Scotchbond 2 (3M Dental), Superlux
Universal (DMG), Tripton (ICI Dental), XR-Baglayici sistem (Kerr, Sybron)
ve pozitif kontrol olarak % 0,2 klorheksidininin, farkli mikroorganizma
thrlerine; S.mutans (1B1600), S.sobrinus (B13), L.casei (AB1), S.sanguis
(ATCC10556), Actinomyces viscosusa (LY7) olan antibakteriyel
etkinliklerini in  vitro olarak agar disk difizyon metodu ile
degerlendirmiglerdir. Calismalarinda kullanilan baglayici sistemlerden
sadece Gluma, Denthesive ve Scotchbond 2, S.mutans, S.sanguis ve
A.viscosus’a karsi zayif inhibisyon olustururken, L.casei en direncli bakteri
olarak tespit edilmistir. Elde edilen zayif antibakteriyel etkinin, asidik
Ozellikteki Scotchbond 2 primerin % 2,5 maleik asit igerigi, Denthesive ve
Gluma sisteminin de EDTA iceriginden kaynaklanabilecegdi bildirilmigtir.
Galismamizda da Clearfil SE Bond primer, S.mutans Uzerinde hafif
dizeyde etkili olmustur. L.caserye karsi etkisiz olmasinin nedeninin, bu
bakterinin asidojenik ve asitlrik 6zelliginden kaynaklandidi kanisindayiz.
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Cehreli ve arkadaslari "® da, kendinden asitli, iki asamali
sistemlerin baglayicilarinin, S.mutans igin farkli derecelerde, zayif
antimikrobiyal etki gdsterdigini fakat aside direncli laktobasil tirtiine karsi
etkisiz olduklarini bildirmigtir. Bu bulgular, ¢alismamizda Clearfil SE Bond
icin elde edilen sonuclar desteklemektedir.

Baseren ve arkadaslari %, yaptiklari calismada farkl

Ozelliklerdeki dentin baglayici sistemlerin; Optibond FL Primer, Single
Bond, Clearfil SE Bond ve Prompt-L Pop ile % 1’lik klorheksidin cilanin,
S.mutans, S.salivarius, L.casei ve L.acidophilus’a kargl antimikrobiyal
etkilerini agar disk diflzyon testi ile tespit etmislerdir. Kendinden asitli
sistem Clearfii SE Bond primer, tim bakteri tirleri icin inhibitdr etki
gbstermekle beraber S.salivarius ve L.acidophilus igin diger baglayicilara
gbre en genis inhibisyon zonunu olusturmustur. Calismamizda ise ayni
primer sadece S.mutans i¢in antimikrobiyal etki gdstermis ve L.casei i¢in
etkisiz bulunmustur. Arastirmacilar L.casei icin elde edilen bu etkinin
maddenin dasik pH’'si ve igerdigi 10-MDP’den kaynaklandigini 6ne
sirmektedir. Oysa 10-MDP’nin antimikrobiyal etki mekanizmasi acik
degildir. L.casei aside direncli bir mikroorganizmadir. Sonuglar arasindaki
bu farklihgin, agar jelin viskozitesine bagh olarak test maddesinin difiizyon
kapasitesi, ekilme yogunlugundan kaynaklanabilecegini distinmekteyiz.
Ayrica test mikroorganizmalarinin hizli ya da yavas dremelerine imkan
taniyan besiyeri, agar plakta olusan inhibisyon zon buydkligini de
etkilemektedir.
Imazato ve arkadaslari ** yaptiklar calismada, 3 farkli
kendinden asitli primerin; FB Primer (Fluoro Bond), LB Primer (Liner Bond
2) ve MB dentin hazirlayicinin (Tokuso Mac Bond), S.mutans, L.casei ve
A.viscosus’a karsi antibakteriyel etkilerini agar disk diflzyon testi ile
incelemistir. Steril kagit disklere emdirilen 20 mikrolitre primerlerin 48 saat
sonra olusturdugu inhibisyon zon caplari tespit edilmistir. Sonuclarda; her
3 primer de 1x10* CFU iceren S.mutans 30 saniyelik temas icinde
tamamen éldirmistir. L.caserye kargi ise higbir primerde inhibisyon zonu
gorulmemistir. Bu ¢calismada da kendinden asitli sistem,(Clearfil SE Bond),
L.caseiye karsi etkisiz bulunmustur, ancak MDPB iceren, kendinden asitli
primer sistem (Clearfil Protect Bond) L.caseiyi inhibe edebilmistir.

Herrera ve arkadaslar %, dentin baglayici sistemler; Gluma
2000, Syntac, Prisma Universal Bond 3, Scotchbond Multi Purpose ve
Prime&Bond 2.0 ile klorheksidinin, ¢lrik dentinden izole edilen bakteri
tirlerine kargl antibakteriyel etkilerini agar disk diflzyon testi ile
incelemistir. Klorheksidin tim gruplar arasinda belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmustur. Baglayicilar arasinda en fazla, kendinden asitli sistem olan
Scotchbond Multi  Purpose primer antimikrobiyal etki gdstermigtir.
Baglayici ise daha disik etkili bulunmustur. Bu calismada da benzer
olarak kendinden asitli primer sistem (Clearfii SE Bond primer),
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S.mutans’a karsi etkili bulunurken baglayicinin (Clearfii SE Bond
baglayici) etkisi cok disuk degerdedir.

Schmalz ve arkadaslan %, S.mutans, S.sobrinus ve
L.acidophilus’a karsi, Prime&Bond NT, florid icermeyen Prime&Bond NT,
Gluma Comfort Bond, ABF ve Xeno CF Il ile %2lik klorheksidinin
antibakteriyel etkilerini agar disk diflizyon testi ile incelemislerdir. Sonucta
sadece asidik Ozellikteki ABF Primer her ¢ bakterinin blylimesini inhibe
etmistir. ABF primer 1,5'in altinda pH’a sahip asidik bir sistem iken, tim
bakteri tlrlerine karsi gortlen antimikrobiyal etkisinin igine katilan
antimikrobiyal 6zellikte bir monomer olan MDPB’den kaynaklandigi
belirtiimistir. Bu ¢alismada da ayni dzellikteki Clearfil Protect Bond primer
benzer olarak S.mutans ve L.caseiicin gucli bakterisid etkili bulunmustur.

Yapilan calismalarda, antimikrobiyal monomer, MDPB
ilavesinin 1sik uygulama &ncesi ve sonrasi antimikrobiyal aktivite
gbsterebilen bir dentin primer elde etmek icin etkili bir yéntem oldugu
bildirilmigtir 1567739093989 MDPB iceren regine esasli maddenin Isik
uygulandiktan sonra ylzeyindeki bakteri blylmesini inhibe edebilecek
6zellikte oldugu bildirilmekle beraber bu etkinin bakteriyostatik oldugu éne
strilmistir 7% Yiksek bakterisid etkiye sahip maddelerin
sitotoksiteleri de gucli oldugundan, MDPB’nin polimerize edilmeden
Onceki sitotoksik ve genotoksik etkisinin degerlendiriimesinin  dnemli
oldugu vurgulanmistir '>9373909° B, nedenle, yapilan bu calismada
bakterisid etkili oldugu 6ne sirilen dentin baglayici sistem ile diger dentin
baglayici sistemlerin antimikrobiyal 6zellikleri ve genotoksik potansiyelleri
polimerize edilmeden degerlendirilmigtir.

Imazato ve arkadaslar ®’, %1, 2 ve 5 oraninda MDPB
kattiklari deneysel primer ile LB primer (Kuraray), Scotchbond Multi
Purpose primer ve Tripton dentin primerin polimerize edilmeden 6nce,
S.mutans, L.casei ve A.viscosus'a karsi antibakteriyel etkilerini, agar disk
difizyon testi ile degerlendirdikleri calismada, MDPB iceren deneysel
primerin her G¢ bakteri tiriine karsi antimikrobiyal aktivitesi digerlerinden
yUksek bulunmustur. Antibakteriyel aktivitenin, katilan MDPB miktari
arttikca fazlalastigi bildirilmistir. Bu arastirmada A.viscosus yer almamakla
beraber, arastirmacilarin diger iki bakteri, S.mutans ve L.casei, igin
bulgular calismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

% 1-2 klorheksidin sollsyonlari kavite dezenfeksiyonunda
siklikla kullaniimaktadir. Bu calismada da antimikrobiyal etkisi bilinen, %2
klorheksidin sollisyonu pozitif kontrol grubu olarak kullanilmis, agar disk
difiizyon testi sonuclari ve MIK/MBK élciimlerine gore test edilen ¢
bakteri tlrline karsi gucli bakterisid etkili bulunmustur.
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Imazato ve arkadaslari %, % 1 klorheksidin iceren deneysel
bir primer ile piyasada mevcut olan baglayici sistemleri antimikrobiyal
etkinlik acisindan karsilastirmislardir. Hem agar disk difiizyon testi hem de
MIK/MBK  élctimlerinde  hicbir baglayici sistem deneysel primerle
karsilastirilabilecek bir antimikrobiyal 6zellikte bulunmamistir. Bu ylzden,
kavite dezenfektanlarinin kullaniminin, kavite icinde kalan bakterilerin
olasi zararl etkilerini elimine etmede faydali olabilecegi disunilmus, fakat
yapilan calismalar kavite dezenfektanlarinin baglayici sistemlerin
baglanma yetenegini azalttigini gdstermistir 19107

Imazato ve arkadaslari %, %5 oraninda MDPB ve asidik
adezyon artirici monomer olan MDP igeren Clearfil Protect Bond ve % 1
cetylpyridinium  chloride iceren primerin, S.mutans, L.casei ve
A.naeslundirye kargi antimikrobiyal etkilerini agar disk diflizyon testi ile
tespit etmiglerdir. Her bir primerin bu 3 adet bakteri tlrd icin, minimal
inhibitdr/bakterisid konsantrasyonlari seri mikrodilisyon yéntemiyle tespit
edilmistir. Her 3 bakteri tir( icin, Clearfil Protect Bond primer ile tespit
edilen inhibisyon zon c¢aplar diger primerlerden belirgin olarak buylk
bulunmustur (p< 0,05). Clearfil Protect Bond primerin MiK/MBK degerleri,
cetylpyridinium chloride iceren primerle karsilastirilabilecek degerlerde
bulunurken calismamizda da her ¢ bakteri tirG icin maddeler arasinda en
disiik MIK/MBK degerini Clearfil Protect Bond primer gdstermis, ayrica
C.albicans ve S.mutans igin klorheksidinden daha fazla fungusid/bakterisid
etkili oldugu tespit edilmistir.

Bu calisma sonuglarina goére, tek sise sistem, SL Bond her
uc mikroorganizma tirQ icin inhibisyon olustururken en fazla antimikrobiyal
etkiyi L.casei icin gdstermistir. Schmalz ve arkadaslarinin ¥, yaptiklari bir
calismada tek sise sistem, Prime&Bond NT (florid iceren) S.sobrinus’a
karsl kontrole oranla % 40 oraninda antimikrobiyal etki gdsterirken, florid
icermeyen ayni madde herhangi bir antimikrobiyal etki géstermemigtir. Bu
farkhligin tek sise sistemlerin igerdigi farkli komponetlerden ve bakterilerin
bu komponentlerin antimikrobiyal etkilerine karsi gésterdikleri duyarhligin
degisken olmasindan kaynaklandigi kanisindayiz.

Imazato ve arkadaslari %, tek sise sistemlerden Single
Bond'un, (SI Bond), S.mutans ve L.caseiye Kkargl inhibisyon
olusturdugunu bildirmistir. Bu calismada da tek sise sistem SL Bond
S.mutans ve L.caseiye karsi antimikrobiyal etki gOstermis, 6zellikle
L.casei icin cok genis inhibisyon zonu olusturmustur. SL Bond, asitli
sistemlerin tersine asit sollsyonla daglama ve su ile yikama sonrasi
kaviteye uygulanan bir tek sise sistemdir. Asidik 6zellikte olmayan bu
sistemlerin genis inhibisyon zonu olusturmalari, antimikrobiyal etkide
asiditenin rol oynamadigini géstermektedir. SI ve SL Bond’un L.caseiye
kars! olusturdugu inhibisyondan sorumlu icerigi tam olarak netlestirmek
zor olmakla beraber, monomer ya da katalizérlerin bakteriyostatik ya da

71



bakterisid olabilecedi distnulmektedir. Ayrica calismadaki tek sise sistem,
SL Bond'un L.casei i¢in daha fazla inhibisyon gdstermesinin, baglayici
sistemin daha ylUksek oranda diffiz olabilen antimikrobiyal komponent
icermesinden kaynaklanabilece@i distnilmektedir.

Baseren ve arkadaslari ®, yaptiklari calismada, tek sise
sistem olan Single Bond’'u, S.mutans ve L.caseiye kars etkisiz bulmustur.
Bunun nedeninin baglayici sistemin igeriginden ya da distk asidik
Ozellikte olmasindan kaynaklandigini ileri sUrmiglerdir. Fakat bu
calismada disuk asidik 6zellikteki, tek sise sistem, SL Bond, S.mutans ve
L.casei Uzerinde inhibitér etki géstermistir. Calismalar arasindaki bu
farkhligin baglayici sistemlerin icerigindeki farkli maddelerin gésterdigi
antimikrobiyal aktivitelerinden kaynaklanabilecegi, asiditenin etkili olmadigi
kanisindayiz.

Bu caligmada test edilen 7.kusak, tek sise dentin baglayici
sistem olan i-Bond, agar disk diflizyon testine gbre her (¢ mikroorganizma
Uzerine ¢ok zayif bir inhibisyon olusturmustur. Calismada mikrodiliisyon
testinde ise S.mutans icin bakterisid ve C.albicans icin fungusid etkili
(MIK/MBK=0,0625 pg/mL) iken L.casei igin yiksek MIK/MBK degeri ile
etkili degildir (MiIK/MBK= 0,125 ug/mL). Benzer sonuglar Schmalz ve
arkadaslarinin ¥ Xeno CF |l ile yaptiklari ¢alismada da elde edilmis, bizim
calismamizda oldugu gibi streptokok tOrl icin antimikrobiyal etki
gbsterirken, aside direncli laktobasil tlrine karsi etkisiz bulunmustur.
Bunun nedeninin sistemin, orta derecede asidik 6zellikte, kendinden asitli
bir sistem olusu ve icerdigi farkh komponentlerin gdsterebilecedi
antimikrobiyal etkilerden kaynaklandigi kanisindayiz. Total asitleme ve
total baglanma tekniklerinin tersine dentin tibdllerini tam olarak agmayan
bu sistemde smear tabakasi eritilip, i-Bond’'un hidrofilik &zelliklerine
dayanarak tUbdllerin ve peritibller dentinin igine penetrasyon ve recgine
uzantisi olusumu saglandigi bildirilmistir. i-Bond’'un mine olgularinda
arttirdig1 ylzey alaniyla gelismis mine baglantisi saglandidi bildiriimekle
beraber, antimikrobiyal 6zellik beklentisi ylksek olan klinik olgularda, bu
sistemin zayif antimikrobiyal etkinliginin géz ardi edilmemesi gerektigini
vurgulamak isteriz.

Bu calismada dentin baglayici sistemlerin antimikrobiyal
etkinlikleri in vitro sartlarda degerlendirilmistir. Dis hekimliginde kullanilan
maddelerin, hayvan modelleri Gzerinde gergeklestirilen in vivo testleri
biyolojik risklerinin degerlendiriimesinde 6nemli rol oynamakla beraber,
yeni gelistirilen maddelerin farkli biyolojik 6zelliklerinin
degerlendiriimesinde, gerekmedikce in vivo deneylerden kaginarak, hizl
sonuglar verebilen, maliyeti dusdk, planl in vitro test ydntemlerinin
secilmesi gerektigi bildirilmistir *. Ayrica maddenin ilk olarak laboratuarda
test edilmeden in vivo kosullarda denenmesi hem zaman alicidir hem de
etik degildir'’. Dis onarim maddelerinin basitten karmasiga, in vitrodan
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hayvan deneylerine, preklinikten insanlardaki klinik calismalara dogru test
edilmesi gerektigi ileri stiriimektedir 3.

Calismada yapilan birinci deneyin sonucunda elde edilen
agar disk difiizyon testi verileri ve MiK/MBK degerlerine gore test edilen
L.casei ve S.mutans’'a karsl en gugcli bakteriyostatik/bakterisid etkiyi ve
C.albicans icin fungusid etkiyi, antimikrobiyal monomer MDPB ilave
edilmis Clearfil Protect Bond baglayici sistemin primer kismi géstermistir.
Basarili bir tedavi elde etmek icin dogru dolgu maddesi sec¢imi blyUk
6neme sahiptir. Bu ylzden, bu ¢alisma ile de gugli antimikrobiyal etkisi
kanitlanan, kavite icinde kalan ve invaziv bakterilere kargi gutgli inhibitdr
etki gbsterebilecek bir baglayici sistemin kullaniminin faydal olabilecegi
gbrusindeyiz.

Pulpanin clrikle ekspoze olmasiyla enfekte oldugu
dusiincesi artik degismistir. Zoliner ve arkadaslari '%, tedaviyi takiben vital
dislerin endodontik tedavi gerektiren belirtiler gésterdigini bildirmistir.
Pulpa yanitlan sikhkla onarim maddesinin sitotoksik aktivitesi ya da
mikrosizintiyla iliskilendirilmigtir.

Spagnuolo ve arkadaslari ', baglayici sistemlerin halojen
ya da LED ile 1sik uygulandiginda, hlcre icinde reaktif oksijen molekilleri
(ROS) yapiminin uyarilarak, sitotoksik etki gdsterdiklerini bildirmiglerdir.
ROS’larin yalnizca sitotoksik etkileri degil ayrica DNA’y1 hasara ugratan
genotoksik etkisinin oldugu da kanitlanmistir '%°. Ayrica dentin baglayici
sistemlerin en fazla sitotoksik etkiyi yerlestirildikten sonra ilk 24 saat icinde
gOsterdigi ve 1sik uygulanmamis baglayici sistemlerin sitotoksitelerinin
polimerize edilenlerden daha fazla oldugu bildirildiginden '® ve dentin
baglayici sistemlerin uygulama dénemindeki genotoksik etkilerine ydnelik
calismalarin ¢cok az olmasi nedeniyle, bu calismada baglayici sistemler
polimerize edilmeden genotoksisiteleri dederlendirilmigtir.

Arastirmada dentin  baglayici  sistemlerin  genotoksik
Ozelliklerini degerlendirmek igin secilen “Comet Yo&ntemi” memeli
hicrelerinde DNA Kkiriklarini inceleyen ve 6lgen basit, hizli ve duyarli bir
tekniktir. Comet Yéntemi tek hiicre stispansiyonu seklinde elde edilebilen
hemen hemen her 6karyotik hicrede DNA hasar ve onarimini tesbit
edebilir 80628365 By test ydnteminin, insan ve hayvan hiicrelerinde,
kimyasallarin yapabilecegi genotoksik ve olasi karsinojenik aktivitelerini
tahmin etmek icin kullanildigr bildirilmistir '’

Ostling ve arkadaslari ® tarafindan bulunan ve daha sonra
cesitli arastiricilar tarafindan gelistirlen Comet testi c¢ok yonli
uygulanabilirligi nedeniyle sdrekli gelisim gdstermekte, toksikoloji, tip,
biyoloji gibi pek cok alanda kullaniimaktadir. Tek hiicre dizeyinde DNA
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zincir kiriklarinin duyarli teshisini sagladigindan teknige ilgi artmaktadir.
Oncelikle radyasyon biyolojisinde kullaniimaya baglanmasina ragmen hem
in vivo hem de in vitro genotoksisite incelemelerinde gelecekte daha da
fazla kullanim gérecegdi 6ne surilmektedir.

Hartmann ve arkadaslari %, Comet Yénteminin diisiik doz
etkisinde DNA hasarini tespit edebilme 6zelliginden dolay! in vitro ve in
vivo genotoksisite testlerinde genis uygulama alani buldugunu bildirmistir.

Tek hidcre jel elektroforez yéntemi ¢ok az sayida hilcre
gerektirdiginden, kigUk hacimde insan biyopsi &rneklerinde, deney
hayvanlarinin her hangi bir dokusunda, DNA kirilmalarinin boyutlarini
saptamak olasidir. Ayrica islem ¢abuktur, birkag saat icinde gergeklesir ve
duyarlligi ytksektir. Oysa DNA kirilmalarini tespit eden standart alkali
elisyon teknigi gibi yéntemlerde fazla hicreye gerek vardir ve islem
uzundur 60-62:63.66

Comet Ydnteminin tim bu avantajlarini géz éntine alarak, bu
calismada antimikrobiyal 6zellikleri degerlendirilen farkli dentin baglayici
sistemlerin genotoksisiteleri, in vitro olarak, tek hicre jel elektroforez
yéntemi (Comet YoOntemi) ile insan lenfositlerinde, kultiirde kullanilan
ellisyon madde miktariyla iliskilendirilerek incelenmisgtir.

Comet Yonteminin insan lenfositleri Uzerinde yapilan
testlerinde, pozitif kontrol olarak 10 ile 280 uM konsantrasyonlari arasinda
kullanilacak olan hidrojen peroksit, DNA hasari yapma potansiyeline
sahiptir. Bu calismada da 50 pM konsantrasyonda H»O. pozitif kontrol
olarak kullaniimistir '%°.

Kleinsasser ve arkadaslar ', dis onarim maddelerinden
tOkardk icine salinan recine monomerlerin dis pulpasi, dis eti, mukoza ve
tokdrik bezlerine diflzyonu @6z ©6nlne alindiginda bunun timoér
olusumuna potansiyel bir katki saglayabilecegi duslUncesi ile recine
monomerlerden TEGDMA, UDMA ve HEMA’nin insan tlkulrik bezi dokusu
lenfositlerindeki genotoksik etkisini Comet Yéntemi ile géstermislerdir. Bu
calismada da benzer monomerleri igeren bagdlayicilarin, genotoksik
potansiyelleri insan lenfositleri Gzerinde degerlendirilmigtir.

Genotoksik etkinin degerlendirildigi bu calismada tripan
mavisi ile boyama testi uygulanmistir. Kleinsasser ve arkadaslar "',
HEMA ve Bis-GMA’nin, insan lenfositlerinde DNA gdcliinde artisa neden
olduklarini Comet Yéntemi ile gbéstermis ve ayrica yapilan bu calismada

sitotoksik etkilerin kontrolU igin tripan mauvisi ile boyama testi yapiimistir.
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Bu test hicrenin fonksiyonuyla ilgili olarak, hicre zan stabilitesi haricinde
detayll bir bilgi vermemesine karsin, Comet YO&ntemindeki DNA
migrasyonunu etkileyen olasi diger faktorleri gbsteren, kabul edilir ve
standart hale getirilmis bir test olarak kabul edilmigtir.

Calismada, dentin baglayict sistemler farkh ellsyon
konsantrasyonlari  kullanilarak incelenmis, ayni konsantrasyondaki
baglayici sistemlerin farkli genotoksik etkileri tespit edilmistir. Prica ve
arkadaslari ''?, bes farkli dentin baglayici sistemin; Adper Single Bond,
Adper Single Bond 2, Excite, Optibond Solo Plus, Prompt L-pop olasi
genotoksitelerini in vitro olarak insan lenfositlerinde elisyon periyodu ve
kiltirde kullanilan elisyon madde miktariyla iligkilendirerek incelemigtir.
Tam baglayicilarda genotoksik etki 24 saatlik eliisyon periyodu sonrasli, en
dusik dilliisyonda, 1:10°, iken tespit edilmistir. Fakat sadece Adper Single
Bond 2, Excite ve Optibond Solo Plus ayni dénem sonrasinda 1:10°
dilisyonda da genotoksik etkiyi arttirabilmistir. Bu baglayici sistemler icin
elde edilen genotoksik etkinin dozdan bagmsiz oldugunu ileri
strmuglerdir.

Bu calismanin sonuglarina gére de SL Bond ve i-Bond’un
farkh elisyon konsantrasyonlarinda genotoksik etkisi dozdan bagimsiz
bulunmustur. Bununla birlikte Clearfil Protect Bond ve Clearfil SE Bond’'un
olusturduklari DNA hasari doz ile iligkili olarak bulunmustur. Bu
sistemlerde uygulama dozlari arttikca olusan DNA hasari da artig
g6stermigtir.  Bu  farkhligin  baglayicilarin igerigindeki  degisiklikten
kaynaklanabilecegi disunilmektedir.

Dentin Baglayici sistemlerin  genotoksik potansiyelleri
Uzerine vyapillmis c¢ok az sayidaki calismada genotoksik etkinin
gluteraldehit iceren dentin baglayici sistemlerde géruldigu bildirilmigtir
113 Ancak son yillarda gelistirilen dentin baglayici sistemler gluteraldehit
icermediginden bu sonuglari calismamizla karsilastirma olanagi
bulunmamaktadir.

Huang ve arkadaslar ', HEMA ve Bis-GMA icerikli dentin
baglayici sistemlerin insan gingival fibroblastlarinda genotoksik etki
gO6sterdigini bildirmigtir. Bu calismadaki dentin baglayici sistemler de
benzer iceriklere sahiptir ve genotoksik etkinin bu iki maddeden
kaynaklabilecegi ileri strllebilir.

Prica ve arkadaslar ', HEMA'nin hiicre nekrozu,
Spagnuolo ve arkadaslari ''° da apoptosis yapabilme kabiliyetinde
oldugunu bildirmislerdir. Paranjpe ve arkadaslar ''®, HEMA'nin insan
lenfositlerinde apoptosisi indikledigini fakat bu etkisinin molekuller
mekanizmasinin bilinmedigini bildirmistir.
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Bis-GMA’'nin 107 M konsantrasyonda, fare embriyonik kdk
hiicresine teratojenik etkili oldugu kanitianmistir '*7.

Dentin baglayici sistemlerin diger bir icerigi olan TEGDMA ve
UDMA gibi dimetakrilatlar da genotoksik etkinin olusmasindan sorumlu
tutulabilmektedir. Bunlarin insan lenfositlerinde, L5178Y fare lenfoma
hiicrelerinde, hamster akciger fibroblastlarinda (V79) ve CHO
hiicrelerindeki genotoksik etkileri calismalarla gésterilmistir 118179,
Dimetakrilatlarin  polimerize edilmis dentin  baglayici sistemlerden
saliminin, ilk 24 saat iginde gerceklestigi bildirilmistir '2°. Her iki maddenin
de insan lenfositlerinde DNA migrasyonunda artisa neden olduklari Comet
Yéntemi ile gdsterilmistir '''. Fakat Greticiler baglayici sistemlerin icerdigi
dimetakrilatlarin 6zellikleriyle ilgili ayrintili bilgi vermemektedirler.

Scheweikl ve arkadaslart ', TEGDMAnin Vc-189
hiicrelerinde mikrogekirdek indiksiyonuna neden oldugunu gdéstermistir.
Ayrica V79 hiicre genomunda genis lezyonlar yapabildigi bildirilmistir ',

Baglayicilarin igcerdigi silika bilesiklerinin de genotoksik
potansiyellerini etkileyebilecedi 6ne siirlilmistiir. Zhong ve arkadaslar "%,
bazi silika bilesiklerinin DNA hasar yapabildiklerini gdstermistir. Comet
teknigi ile kristal silikaya maruz kalan, V79 ylUksek oranda DNA lezyonlari
g6raimustar.

Bu arastirmayr  destekleyen calismalarin  sonuclari
dogrultusunda dentin baglayici sistemlerin farkli genotoksik etkilerinin,
baglayicilarin icerdigi, dig ortama salinabilen, HEMA, Bis-GMA, TEGDMA,
UDMA ve silika bilesikleri gibi kimyasal i¢eriklerinden kaynaklanabilecegini
distinmekteyiz.

GUnUmUzde yeni gelistirilen biyoaktif fonksiyonlu maddelerin
kullanimi, biyolojik gtvenilirliklerinin de sorgulanmasina neden olmaktadir.
Dentin baglayici etkenler canli dis dokulariyla uzun bir siire, yakin temasta
kalmaktadir. Bu maddelerin yan etkilerinden kaginmak igin canli hlcre
Uzerinde minimal derecede zararl etki gbsterenlerin tercih edilmesi klinik
basarinin saglanmasinda énemli rol oynayacaktir.

Bu calismada tasarlanan 2 yéntemin sonuglarina goére,
antimikrobiyal aktiviteleri ve genotoksisiteleri degerlendirilen dentin
baglayici sistemlerden, antimikrobiyal monomer iceren Clearfil Protect
Bond primerin gigli antimikrobik etkisi ve dislk genotoksik potansiyeli
nedeniyle, baglayici dis hekimliginde kullaniimasini énerebiliriz. Ancak tek
bir test ybntemi ile herhangi bir maddenin biyolojik karakteri
belirlenemeyeceginden,  diger  biyouyumluluk  testleri ile de
degerlendiriimesi gerekmektedir. Buna ilave olarak, onarim maddelerinin
klinik uygulamalarinda bir diger 6énemli faktér olan fiziksel 6zellikleri de
gbzardi edilmemelidir.
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6. SONUC
6.1.Antimikrobiyal Aktivite Testi Sonuclari

Yeni gelistiriimis, antimikrobiyal 6zellikteki dentin baglayici
sistem ile farkl 6zelliklerdeki dentin baglayici sistemlerin, ¢Urigin
bagslamasi ve ilerlemesinden sorumlu farkh mikroorganizma ttrleri Gzerine
olan antimikrobiyal etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada agagidaki
sonuclar elde edilmisgtir.

6.1.1.Aqgar Disk Diflizyon Testi Sonuclari

1. Dentin baglayici sistemlerin agar disk diflzyon testinde,
L.casei, C.albicans S.mutans tirlerine karsi olusturduklari inhibisyon zon
¢api istatistiksel olarak anlamli bulunmustur( p< 0,05).

2. Calismada negatif kontrol olarak kullanilan serum
fizyolojik (SF) test edilen tim mikroorganizma tlrlerine kargi antimikrobiyal
aktivite agisindan etkisizdir. inhibisyon zon c¢api “0” olarak tespit edilmistir.
Bununla beraber, SF ile zayif bir inhibisyon olusturan Clearfil Protect Bond
baglayici arasinda antimikrobiyal etki acisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark gérilmemistir (p> 0,05).

3. Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan %2’lik
klorheksidin, L.casei, C.albicans ve S.mutansal kargi belirgin bir
inhibisyon gdstermistir (ortalama inhibisyon zon capi degeri 22,010,314
mm). Bu etki, Clearfil Protect Bond primer haricinde, diger test edilen tim
dentin baglayici sistemlerden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fazladir
(p< 0,05).

4. Kendinden asitli sistem olan, Clearfil SE Bond primer,
L.casei ve C.albicans turlerine karsi herhangi bir inhibitér etki
goéstermemigtir. Olusan inhibisyon zon capi degeri “0” olarak tespit
edilmistir. Bununla birlikte S.mutans’a karsi olusturdugu inhibisyon ise
zayif bir inhibisyondur (ortalama inhibisyon zon ¢api=19+£1,0 mm). Primer
sistemin olusturdugu inhibisyon zonu, baglayici ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (p< 0,05). Ancak Clearfil SE
Bond primer S.mutans’a karsi, diger test edilen tim baglayicilara gére
istatistiksel olarak anlamli seviyede daha az antimikrobiyal etki
gOstermistir (p< 0,05).

5. Clearfil SE Bond baglayici L.casei ve C.albicans tlrlerine
kargl etkisiz kalmis herhangi bir inhibitér etki gdsterememistir. Olusan
inhibisyon zon ¢api degeri “0” olarak tespit edilmistir. S.mutans’a karsi
olusturdugu inhibisyon ise ¢ok zayif bir inhibisyondur (ortalama inhibisyon
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zon ¢api=9,3+1,15 mm). S.mutans’a karsi test edilen diger baglayicilara
gbre istatistiksel olarak anlamli seviyede daha az antibakteriyel etki
gbstermistir (p< 0,05).

6. Tek sise baglayici sistem SL Bond, her (g
mikroorganizma tlrine kargl antimikrobiyal etki gdstermekle birlikte,
L.caseiye karg istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla inhibitér
etki géstermistir (p< 0,05). Baglayici sistemlerin istatistiksel olarak
karsilastirimasinda ise SL bond, Clearfii Protect Bond primerden
istatistiksel olarak anlamli derecede daha az antimikrobiyal etki
gOsterirken (p< 0,05), diger baglayici sistemlerden ise anlamli derecede
daha fazla etki géstermistir (p< 0,05).

7. Yedinci kusak dentin baglayici sistem olan i-bond, test
edilen tG¢ mikroorganizma turine karsi, diger baglayicilardan istatistiksel
olarak anlamli derecede disiUk inhibitér etki géstermistir (p< 0,05).

8. Clearfil Protect Bond baglayici sistemde, antimikrobiyal
monomer (MDPB) katiimis olan, Clearfil Protect Bond primerin, C.albicans
ve S.mutans bakteri tlrleri icin inhibisyon zon capi diger test edilen tim
baglayici sistemlerden, istatistiksel olarak belirgin bir sekilde daha fazladir
(p< 0,05). Clearfil Protect Bond primer, L.casei’'ye kargl ise SL Bond
sistemden belirgin olarak daha az inhibitér etki gdstermistir (p< 0,05).

9. Clearfil Protect Bond baglayici, her (i¢ mikroorganizma
tirine karg! belirgin oranda az inhibisyon gdstermistir (p< 0,05). Sadece
negatif kontrol grubu olarak kullanilan SF ile istatistiksel olarak aralarinda
anlamli bir fark bulunamamistir, her ikisi de test bakterilerine karsi etkisiz
bulunmustur (p> 0,05).

10. Calismamizda test edilen dentin baglayici sistemler
arasinda her ¢ mikroorganizma tiriine karsi en fazla inhibisyon zon g¢api
% 95 glvenlik seviyesine gore, istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
ortalama 31,889+0,314 mm’lik ¢cap degeri ile Clearfil Protect Bond primer
tarafindan olusturulmustur.

11. Calismada test edilen maddeler mikroorganizmalara
karsi olusturduklar ortalama inhibisyon zon caplarina gére bulylkten
kiictige su sekilde siralanabilir; Clearfil Protect Bond primer (31,889+0,314
mm) > SL Bond (28,44+0,314 mm) > i-Bond (10,22+0,314 mm) > Clearfil
SE Bond primer (6,330,314 mm) > Clearfi SE Bond baglayici
(3,11+0,314 mm) > Clearfil Protect Bond baglayici (0 mm).

12. Baglayici sistemlerin en fazla inhibitér etki gésterdigi

bakteri S.mutans'tir, S.mutans’a kargl test edilen tim baglayici sistemlerin
olusturdugu ortalama inhibisyon zon capi; 15,250,192 mm olarak tespit
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edilmistir. L.casefye Kkargi tim baglayici sistemlerin olusturduklari
ortalama inhibisyon zon capi ise; 14,375+0,192 mm’dir. Baglayicilarin en
az inhibisyon olusturduklar bakteri ise C.albicans’tir, C.albicans’a karsl
test edilen tim baglayici sistemlerin olusturdugu ortalama inhibisyon zon
¢api; 8,625+0,192 mm’dir.
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6.1.2.MiK/MBK Olciim Sonuclari

1.Calisma sonuglarina gore test edilen baglayici sistemlerin,
minimal  inhibitér konsantrasyon degerleri ile  minimal bakterisid
konsantrasyon degerleri birbirine esittir (MIK=MBK).

2. Negatif kontrol grubu olarak kullanilan SF’in tim
konsantrasyonlarinda mikroorganizmalarda Greme gérulmustar.

3. Pozitif kontol grubu olarak kullanilan %2’lik klorheksidinin
her U¢ mikroorganizma icin MBK degeri 0,0625 pg/mL olarak tespit
edilmistir.

4. Clearfil SE Bond baglayici, en dusiuk MBK degerini
L.casei i¢in (0,0625 pg/mL) gbsterirken, Clearfil SE Bond primer ise
C.albicans igin en distik MBK degerine(0,0625 ug/mL) sahiptir.

5. SL Bond, L.casei ve S.mutans icin MBK degeri 0,25
ug/mL iken C.albicans igin ¢ok daha dusuik, 0,0313 ug/mL, MBK degerine
sahiptir.

6. i-Bond, C.albicans ve S.mutans i¢in dusuk (0,0625 pg/mL)
MBK degerine sahipken, L.casei icin bu deger daha yuksektir (0,125
pg/mL).

7. Baglayici sistemler arasinda, Clearfil Protect Bond primer
L.casei (0,0156 pg/mL), C.albicans (0,0078 pug/mL), ve S.mutans (0,0078
ug/mL) icin en disik MBK degerini gbstermistir. Clearfil Protect Bond
primerin, C.albicans ve S.mutans icin MBK degeri pozitif kontrol grubu
olarak kullanilan klorheksidinden (0,0625 pg/mL) de disik degerdedir.

8. Clearfil Protect Bond baglayici, her (i¢ mikroorganizma
icin de yuksek MBK (0,5 pg/mL) degerine sahiptir. Bu sonu¢ agar disk
difiizyon testinin sonucunu da desteklemektedir.

9. L.casei i¢in tium baglayici sistemlerin MBK degerleri

0,0156 pg/mL ile 0,5 pg/mL, C.albicans i¢in 0,0625 pug/mL ile 0,5 pg/mL,
S.mutans icin 0,0625 ug/mL ile 0,5 pg/mL arasinda degismektedir.
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6.2. Genotoksisite Testi Sonuglari

Calismamizda dentin baglayici sistemler ile negatif ve pozitif
kontroliin insan periferal lenfositlerinde 1 saatlik maruziyetten sonra, DNA
hasari tek hicre jel elektroforez ydontemi (Comet Yoéntemi) ile 300
skor/konsantrasyonu ifade eden kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti ortalama(tstandart hata) degerleri ile tespit edilmistir.

1. Her bir grupta, tripan mavisi ile boyamada htcre canhhgi
% 90’1n Gzerinde bulunmustur.

2. Negatif kontrol grubu olarak test edilen PBS hcreler
tzerinde herhangi bir genotoksik etki géstermemistir. Ortalama comet
skorlari, kuyruk uzunlugu icin 0,750,006, kuyruk yogunlugu icin 3,28+0,25
ve kuyruk momenti i¢gin 0,02+0,001 olarak tespit edilmistir.

3. Pozitif kontrol grubu olarak test edilen 50uM H>O. hicreler
tzerinde belirgin hasar olusturmustur. Ortalama comet skorlari kuyruk
uzunlugu ic¢in 1,79+0,08, kuyruk yodunlugu icin 37,81+1,44 ve kuyruk
momenti igin 0,47+0,02 olarak tespit edilmistir.

4. Calisma sonuglarina gbére gruplar arasinda genotoksik
hasar olusturma agisindan, kuyruk yodunlugu, uzunlugu ve momenti
Olcltlerine goére, baglayici sistemler arasinda istatistiksel olarak belirgin
fark bulunmustur (p< 0,05).

5. Galismamizda dentin baglayici sistemlerin, uygulama
dozlari ile olusan DNA hasari arasindaki iliski incelendiginde, kuyruk
yogunlugu, uzunlugu ve momenti bakimindan Clearfil Protect Bond ve
Clearfil SE Bond’un olusturduklari DNA hasari doz ile iligkili, fakat SL Bond
ve i-Bond igin gorilen genotoksik etki dozdan bagimsiz olarak tespit
edilmistir.

6. Kendinden asitli sistem Clearfil SE Bond primer, 50ul’de
belirgin bir DNA hasari olusturmustur (p< 0,001). Clearfii SE Bond
baglayici ise ylksek konsantrasyonda, 100ul’de genotoksik etki
gostermistir. (p< 0,05). Bu sonuclara gore; Clearfii SE Bond primerin
hicreler Gzerinde ¢ok kuvvetli bir genotoksik potansiyeli goérilirken
baglayicida ise DNA hasari olusturma potansiyelinin disik oldugunu
soyleyebiliriz.

7. SL bond, her dozu icin istatistiksel olarak anlaml bir DNA
hasari olusturmamistir (p> 0,05).

8. i-Bond, kuyruk yogunlugu ve momentinde herhangi
belirgin bir artisa neden olmazken (p> 0,05), kuyruk uzunlugu ise
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uygulanan her dozu icin, negatif kontrolden istatistiksel olarak anlaml
derecede disuk degerler gbstermistir (p< 0,01). Bu sonuglara gére 7.
kusak dentin baglayici sistem olan i-Bond’'un disik genotoksik
potansiyele sahip oldugunu sdéyleyebiliriz.

9.Clearfil Protect Bond primer, 25ullik en disuk
konsantrasyonda, kuyruk uzunlugunda belirgin bir DNA hasari
olusturmazken, 50ul'de (p< 0,01) ve 100ul'de (p< 0,001) istatistiksel
olarak anlamli derecede DNA hasari olusturmustur. 100pul’lik
konsantrasyonda yaptigi hasar, 50ul’de olugsan hasardan anlaml
derecede fazladir (p< 0,05). Kuyruk momenti ve yogunlugu ise sadece
100ul’lik yiksek konsantrasyonda artis géstermistir (p< 0,001).

10. Clearfil Protect Bond baglayici, kuyruk moment, uzunluk
ve yogunlugunu 100ul'lik yUksek konsantrasyonda belirgin olarak
artirmistir (p< 0,001).

11.Calismamizda dentin  baglayici sistemler, 25pul’lik
konsantrasyonda uygulandiginda, kuyruk yogunlugu ve momentine en
disuk etkiyi i-Bond gdstermis (p< 0,05), diger baglayici sistemler arasinda
ise istatistiksel olarak anlaml bir fark goérGlmemistir (p> 0,05). Kuyruk
uzunlugunda en disUk artisi i-Bond ile SL Bond g6stermis, diger sistemler
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulgulanmamistir (p> 0,05).

12. Baglayici sistemler, 50ul’de uygulandiginda, Clearfil SE
Bond primer kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momentinde diger gruplara
gobre istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla artis géstermistir (p<
0,05).

13.Calismamizda dentin baglayici sistemler 100pul’lik
konsantrasyonda uygulandiginda, kuyruk uzunlugu ve yogunlugunda
Clearfil Protect Bond primer ile Clearfil SE Bond primer arasinda belirgin
bir fark yokken (p> 0,05), Clearfil Protect Bond primer ise diger baglayici
sistemlerden istatistiksel olarak anlamli derecede fazla artisa neden
olmustur (p< 0,05). Kuyruk momentinde ise Clearfil Protect Bond primer,
Clearfil Protect Bond baglayici ve Clearfii SE Bond primer arasinda
belirgin bir fark tespit edilmezken (p> 0,05), Clearfil Protect Bond primer
ise diger baglayici sistemlerden istatistiksel olarak anlamli derecede fazla
artisa neden olmustur (p<0,05).
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7. OZET

) Farkli Dentin Baglayici Sistemlerin Antimikrobiyal
Ozelliklerinin ve Genotoksik Potansiyellerinin in vitro
Degerlendirilmesi

Dentin baglayici sistemlerin dentin ve cevre dokularla olan
surekli ve yakin temasi ile olusan biyolojik etkilerinden dolay! ginimizde
baglayici sistemlere olan ilgiyi artirmistir. Bu c¢alismanin amaci, farkli
dentin baglayici sistemlerin antimikrobiyal &6zelliklerini ve mutajenik
potansiyellerini degerlendirmektir.

Bu calismada gerceklestirilen birinci deneyde, Clearfil SE
Bond, SL Bond, i-Bond, Clearfil Protect Bond, %2 klorheksidin (pozitif
kontrol) ve serum fizyolojigin (negatif kontrol), L.casei (ATCC4646)
C.albicans (ATCC10231) ve S.mutans’a (NCTC10449) karsl
antimikrobiyal etkileri agar disk diflzyon testi ve seri mikrodiliisyon
ybntemi ile tespit edilmigtir.

ikinci deneyde, dentin baglayici sistemlerin genotoksik
aktiviteleri, farkli elisyon konsantrasyonunda, insan lenfositlerinde alkalin
tek hicre jel elektroforez yéntemi ile incelenmistir.

Agar disk diflizyon deneyi ve MIK/MBK &lciimii sonucuna
gore, Clearfil Protect Bond primer, test edilen her ic bakteriye karsi diger
baglayici sistemlerden anlaml derecede, fazla inhibisyon géstermistir

Calismada test edilen diger sistemlerden, Clearfil SE Bond
sadece S.mutansa kargl zayif bir inhibisyon gdsterirken, SL Bond tim
mikroorganizmalarda inhibisyon olusturmustur. i-Bond ise test edilen her
d¢ mikroorganizma tlrtne karsi ¢cok disik inhibisyon etkisi géstermistir.

Genotoksisite calisma sonuclarina goére, Clearfil Protect
Bond primer, kuyruk uzunlugunu 50 pl ve 100 pl'de anlamli derecede
arttirmig, kuyruk momenti ve yogunlugu ise sadece 100 pl'lik en yiksek
konsantrasyonda artig g6éstermistir.

Kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momenti Clearfil Protect
Bond baglayicida 100 pl'lik konsantrasyonda belirgin olarak arttirmistir.
Clearfil SE Bond primer 50 ul'de, Clearfil SE bond baglayici ise 100 pl'de
DNA hasarini artirmislardir. Fakat SL bond ve i-Bond belirgin bir DNA
hasari olugturmamistir.

Bu calismada tasarlanan 2 deneyin sonuclari, test edilen

dentin baglayici sistemlerden, antimikrobiyal monomer igeren Clearfil
Protect Bond primerin, klinikteki etkili uygulama dozlarinda, gugli
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bakterisid/fungusid etki ve disik genotoksik potansiyele sahip oldugunu
gbstermistir.

Anahtar kelimeler; dentin baglayici sistemler, MDPB,
antimikrobiyal aktivite, genotoksisite.
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8.SUMMARY

The in vitro Evaluation of Antimicrobial Properties and
Genotoxic Potential of Different Dentin Bonding Agents

The interest to bonding agents has been increased recently
because of probable biological effects caused by the close and continual
contact of dentin bonding agents with tooth and surrounding tissues. The
aim of the present study was to evaluate the different dentin bonding
agents by assessing antimicrobial property and mutagenic potential.

In the first experiment, performed in this study, the
antibacterial activity of Clearfil SE Bond, SL Bond, i-Bond, Clearfil Protect
Bond, %2 chlorhexidine (positive control) and SF (negative control)
against L.casei (ATCC4646), C.albicans (ATCC10231) and S.mutans
(NCTC10449) was determined by agar disc diffusion test and serial
microdilution assay.

In the second experiment, the genotoxic activity of dentin
bonding agents, was investigated at different elution concentrations in
human lymphocytes using the alkaline single-cell gel electrophoresis
technique.

According to the results of agar disc diffusion experiment
and serial microdilution assay, Clearfil Protect Bond primer, showed clear
inhibition against all three bacteria among the other adhesive systems.

The other systems tested in this study, Clearfil SE Bond
produced a little antimicrobial effect on S.mutans and SL Bond showed
inhibition against the three microorganism. i-Bond, produced significantly
less antimicrobial effect against three microorganism.

According to the results of genotoxicity assay, Clearfil
Protect Bond primer, at 50 pyl and 100 ul concentration increased the tail
length significantly. Moreover, tail moment and tail intensity were
significantly increased at 100 pl concentration

A significant increase in tail moment, intensity and length
was observed at 100 pl concentration for Clearfil Protect Bond adhesive
system. Clearfil SE Bond primer at 50 pl and Clearfil SE Bond adhesive at
100 pl resulted in the increase of DNA damage. However SL Bond and i-
Bond did not produce significantly DNA damage.

The results of two experiments designed for this study,
indicated that, among the adhesives tested, Clearfil Protect Bond, that
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contains antimicrobial monomer (MDPB), at clinically effective dose, have
strong bactericidal/fungucidal effects and low genotoxic potential.

Key words; dentin bonding systems, MDPB, antimicrobial
activity, genotoxicity.
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