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OzET

Toz T. Giincel Adeziv Restoratif Sistemlerin Biyouyumluluklarinin in Vitro ve in Vivo
Kosullarda Degerlendirilmesi Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Tedavi
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2011. Bu calismanin amaci, dért giincel adeziv restoratif
sistemden (XP Bond ve Quixfill, Silorane, Equia ve Ketac N 100) salinan toksik etkiden
sorumlu monomer miktarini saptamak ve ardindan bu materyallerin biyouyumluluklarini in
vitro ve in vivo kosullarda degerlendirmektir. Uc farkl siirede (1, 2 ve 7 giin) elde edilen
materyal ekstraktlarindaki monomer miktari, yiiksek performansh sivi kromatografisi ile
saptanmistir. Materyallerin sitotoksik etkileri, L929 hiicreleri tizerinde ekstrakt yonteminin
kullaniimasinin ardindan metiltetrazolyum (MTT) testi ile degerlendirilmis; tim materyallerin
farkli iki zaman peryodunda elde edilen ekstraktlarinin (1 giin ve 1 hafta) mutajenik
potansiyelleri, Ames Salmonella/mikrozom testi ile saptanmistir. Dort restoratif sistemin iki
farkh siire¢ sonunda (1 hafta ve 1 ay) 48 adet insan premolar disinde olusturdugu pulpal
reaksiyonlar histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Bulgular, tim rezin materyallerden
monomer salimi gerceklestigini gdstermistir. En ylksek monomer salimi Ketac N 100
Primer’de izlenmis ve Bisfenol A (BPA) veya dekametilsiklopentasiloksan (D5)
saptanmamustir. En yiiksek toksik etki 72 saat sonunda izlenmistir. Silorane Restoratif ve
Quixfill hiicre kiltiriine biyouyumlu bulunmus, Ketac N 100 Primer, XP Bond, Silorane Primer
ve Ketac N 100 Restoratif’in yiliksek toksik etki gosterdigi belirlenmistir. 48 ve 72 saat
sonunda en yiiksek toksik etkiye sahip Fuji IX GP Extra’min bu etkisinin, ¢6zinirligu ve
asiditesi ile iliskili oldugu distindlmustir. Hicbir materyal mutajenik potansiyel
gostermemistir. Histopatolojik degerlendirmelerde hicbir restoratif sistemin pulpal

inflamasyon gostermedigi saptanmustir.

Keywords: Ylksek basingli sivi kromatografisi, adeziv restoratif sistemler, sitotoksisite,

mutajenite, in vivo biyouyumluluk

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje

N0:010T09102002).
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ABSTRACT

Toz T. In Vitro and In Vivo Biocompatibility of Current Adhesive Restorative Systems
Hacettepe University Health Sciences Institute PhD Thesis in Conservative Dentistry,
Ankara, 2011. The objective of this experiment was to determine the quantity of leachable
residual monomers that were responsible for toxicity, by using four current adhesive
restorative systems (XP Bond and Quixfill, Silorane, Equia and Ketac N 100) and to compare
these various materials’ biocompatibility in vitro and in vivo. The extracts of the specimens
collected after three different time periods (1, 2 and 7 days) were analyzed by high
performance liquid chromatography using a water system liquid chromatograph to
determine residual monomers. Cytotoxicity of these adhesive restorative materials were
evaluated with respect to L929 cells using the extract method and the methyltetrazolium
(MTT) assay and the potential mutagenicity of the all materials’ extracts from two time
periods (1 day and 1 week) were tested by Ames Salmonella/microsome test. The pulpal
reactions of 48 human premolar teeth after two time periods (1 week and 1 month) to these
four restorative systems were evaluated histopathologically. The results showed that all
resin materials showed monomer release. The most release was observed from Ketac N 100
Primer and nor Bis-Phenol A (BPA) neither decamethylpenthasiloxane (D5) was detected.
The most cytotoxicity was observed at 72 hour; Silorane Restorative and Quixfill were
biocompatible to the cell culture and the most toxic materials were Ketac N 100 Primer, XP
Bond, Silorane Primer, Ketac N 100 Restorative. The cytotoxic effect of Fuji IX GP Extra
observed at 48 and 72 hours was the highest due to its solubility and acidity. None of the
materials had mutagenic potential. The histopathologic evaluations showed that, none of

the restorative systems caused pulpal inflammation.

Keywords: High performance liquid chromatography, adhesive restorative systems,

cytotoxicity, mutagenicity, in vivo biocompatibility

Supported by Hacettepe University Department of Scientific Research (Project Number:
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1. GIRIS

Gunimiz dis hekimliginde mimkiin oldugunca az doku kaybi ile en iyi
fonksiyon ve estetigin saglanmasi amaclanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda
kullanima sunulan adeziv restoratif materyaller; fiziksel, mekanik, kimyasal ve
biyolojik &6zelliklerinde kaydedilen gelismelerle, dis hekimliginde siklikla
uygulanmaktadir. Arastirmacilarin, dental materyallerin estetik ve fiziksel
dzelliklerini gelistirme yonindeki ¢alismalarinin dogurdugu bir sonug olarak; ¢ok
sayida Urdn, kimi zaman yeterli laboratuvar ve klinik testleri yapiimadan kullanima
sunulmaktadir. Pulpa canhhgl Gzerinde o6nemli etkileri olan bu restoratif
sistemlerin biyouyumluluklari, dis hekimleri i¢in en az gelistirilen fiziksel 6zellikleri
kadar 6nemlidir. Bu tez calismasinda; dis sert dokularina adezyon (kimyasal
ve/veya mikromekanik olarak) gosteren materyaller olarak tanimlanan adeziv
restoratif sistemler icinde siniflandirdigimiz, kimyasal baglanma gésteren cam
iyonomer restoratifler, adeziv sistemler ve adezyonu bu adeziv sistemler gibi ara
baglayici ajanlar ile saglanan rezin kompozitlerin biyouyumluluk &zelliklerinin
degerlendirilmesi planlanmistir.

Canl dentinle direkt temas halinde bulunmalar dolayisi ile dentin ve
pulpa dokusuna olan etkilerinin ¢ok 6nemli oldugu adeziv sistemler, klinik
uygulama basamaklarina ve dis dokularnyla etkilesimlerine gére etch&rinse
sistemler, self-etch sistemler ve cam iyonomer igerikli sistem olarak
sinifflandinimaktadir (1). Adeziv sistemlerle birlikte uygulanan rezin iceren
restoratif dental materyallerin gelistiriimesi ve yaygin kullanimi daha konservatif,
estetik ve uzun 6mirli restorasyonlarin uygulanmasina olanak saglamistir. Bu
materyaller lzerinde yapilan calismalarin ¢cogunlugunun  estetik ve fiziksel
6zelliklerinin gelistirilmesi icin doldurucu icerikleri tizerinde yapilmasi ile birlikte,
metakrilat monomerlerden olusan matriks yapi ile ilgili ¢ok fazla bir gelisme
gozlenmemistir (2). Geleneksel metakrilat yapisindan farkli siloksan esash
kompozitlerin gelistirilmesi sonucunda, bu materyallerde siklikla rastlanan; kenar

sizintisi, kenar renklenmesi, sekonder curtik, mikrocatlak, kaspal gerilim, tiberkiil



kingi, post-operatif duyarliik gibi klinik sorunlarin gérilme olasiiginin buyik
6lctide azaltabilecegi 6ngorulmistdr (3).

Wilson ve Kent'’in gelistirdigi cam iyonomerler, dis dokusuna adezyonu ve
floriir salimi sebebi ile dis hekimliginde yaygin olarak uygulanmaya baslanmistir
(4). Mekanik 6zelliklerinin yetersiz olmasi sonucunda, kisith kullanima sahip olan
geleneksel cam iyonomerlerin fiziksel 6zelliklerini arttirmak icin materyale rezin
ilave edilmesi, rezin modifiye cam iyonomerlerin gelistiriimesine olanak
saglamistir. Sertlesme reaksiyonu, geleneksel cam iyonomer restoratiflerin
bilinen asit baz reaksiyonu ve 2-Hidroksietil metakrilat’in (HEMA) polimerizasyonu
ile gerceklesen rezin modifiye cam iyonomerlerin; biyolojik olarak uyumlu, dise
kimyasal olarak baglanan, floriir salabilen, hidrofilik, kismen estetik, kolay
uygulanabilir ve agiz dokularinda nispeten az ¢6ziinen bir materyal oldugu
bildirilmistir (5). Cam iyonomerlerin daha yeni bir jenerasyonu olarak, hizh
sertlesen ve ylksek dayaniklliga sahip olarak nitelendirilen materyaller
gelistirilmis,  gliclendirilmis cam iyonomer restoratifler olarak kullanima
sunulmustur. Bunun yanisira, nanoteknolojinin dis hekimligine girmesi sonucunda
izlenen gelismelerle ise cam iyonomerlerin avantajlar ile nanoteknolojinin
birlestirildigi 15ikla sertlesen nano iyonomer restoratif dis hekimliginde
kullanilmaya baglanmistir.

Restoratif sistemlerin matriks icerigi “agir’” monomer sistem [Bisfenol
glisidil metkrilat (Bis-GMA), Uretan dimetakrilat (UDMA)] , ve monomerlerin
viskozitesinin dusirilmesi amaci ile tercih edilen “hafif” komonomer sistemden
[Trietilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) ve HEMA] olusur (2,6). Bu restoratif
materyaller polimerizasyon biziilmesi (7), ya da tamamlanmamis polimerizasyon
sonucu rezin matriksten monomer salimi (8) gibi dezavantajlara sahiptir.
Restoratif materyal icinde kullanilan monomerler bu materyallerin viskozitesi,
polimerizasyon biizlilmesi, mekanik 6zellikleri, su emilimi (9,10) ve sitotoksik ya
da mutajenik Ozellikleri (izerinde etkilidir. Materyallerin biyouyumluluklar
tzerinde etkili bu monomerlerin miktar tesbitinde siklikla kullanilan, en giivenilir

yontemlerden biri Yiiksek performansli (basingl) sivi kromatografisidir (HPLC)



(8,11). Adeziv sistemlerden salinan monomerler Uzerinde yapilan calismalarla,
materyal iceriginin, monomer miktarlarint  direkt olarak etkilediginin
gosterilmesinin (12) yanisira; test edilen materyallerde en ¢ok salinan monomerin,
TEGDMA oldugunun belirtildigi calismalar da bulunmaktadir (13).

Dis hekimliginde kullanilan bu adeziv restoratif sistemlerin, dentin ve
pulpa hiicrelerine olasi toksik etkileri, materyallerin biyouyumluluk ¢alismalarinin
6nemini  arttirmaktadir.  Restoratif materyaller, Kklinikte uygulanmaya
baslanmadan 6nce; bu materyallerin oral dokular tzerindeki olasi zararli etkileri in
vitro testler ile incelenmeli, ardindan hayvan calismalarindan elde edilecek
bulgular g6z éniinde bulundurularak materyalin toksisitesi hakkinda fikir sahibi
olunmali, sonrasinda ise klinik kullamma gecilmelidir (14). Bu nedenle dis
hekimliginde kullanilan materyallerin biyouyumluluklari in vitro testlerin ardindan,
hayvan deneyleri ve klinik calismalar ile degerlendirilmektedir (15-17).

ilk adimda uygulanan in vitro biyouyumluluk testlerinin amaci, viicut
dokulari Uzerine veya icine vyerlestirildiklerinde, materyallere karsi olusacak
biyolojik reaksiyonun test ortaminda olusturulmasidir (18). Materyal ve
bilesenlerinin, hicrelerle molekiiler diizeyde gézlenen etkilesimi; inflamasyon,
nekroz (19), immunolojik degisiklikler, genotoksisite (20) ve apoptozis (21) gibi
doku reaksiyonlarindan sorumludur. Bir materyalin sitotoksisitesi, bu materyal ya
da ekstraktinin hiicre kiiltiirt Gzerindeki toksikolojik riski olarak tanimlanmaktadir
(16). Sitotoksisite testleri, test materyallerinin uygun hiicre kilturiindeki hicre
biyliime orani ve morfolojik 06zellikleri Gzerine etkisinin kontrol gruplan
kullanilarak degerlendirildigi in vitro testlerdir (22).

Mutajenite, dis hekimliginde kullanilan adeziv restoratif sistemlerin
biyolojik uyumluluklarinin degerlendirilmesinde ©6nemli bir parametredir. Dis
hekimliginde kullanilan tim materyallerin mutajeniteleri bir ¢ok test yontemi
(20,23-29) ile degerlendirilmektedir. Onemli bakteriyel testler arasinda ise Ames
testi ve Umu-test gelmektedir (30).

Bir cok in vitro calismada, adeziv materyallerden salinan farkli bilesenlerin

disik konsantrasyonlarda bile hiicrelerde kimyasal hasara yol agabileceginin



bildirilmesi ile birlikte (31) in vivo calismalar, tam olarak polimerize olmamis rezin
bilesenlerinin, pulpa dokusunda makrofajlar aracihgr ile olusan inflamatuar
cevaba neden olduklarini gostermektedir (32,33).

Adeziv materyallerin biyouyumluluklar ile ilgili literatir bilgisi 1siginda bu
tez calismasinda, dort farkli adeziv restoratif sistemin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu dort farkl adeziv restoratif sistemden ilki, iki
asamali etch&rinse adeziv sistem XP Bond ile uygulanan metakrilat esasli
posterior hibrit kompozit Quixfill’dir. ikinci adeziv restoratif sistem; geleneksel
metakrilat kompozit rezinlere alternatif olarak kullanima sunulan ve kendi self-
etch adeziv sistemi (Silorane primer, Silorane Bond) ile birlikte uygulanan Silorane
sistemdir. Glclendirilmis geleneksel cam iyonomer restoratif Fuji IX GP Extra ve
sonrasinda bu restoratif materyalin asinmaya karsi direncinin arttinlmasi ve
glclendirilmesi amaci ile uygulanan ylzey ortliclisii G Coat Plus’dan olusan Equia,
test edilmesi planlanan Ug¢lincti adeziv restoratif sistem olarak kabul edilirken;
dordinci sistem nanoiyonomer restoratif olarak kullanima sunulmus Ketac N1oo
ve bu restoratif materyal 6ncesinde uygulanan Ketac N 100 Primer’dir.

Adeziv restoratif materyallerden salinan monomer miktari, HPLC ile
degerlendirildikten sonra, bu monomerlerin neden oldugu distinilen olasi
sitotoksik  etkilerinin ekstraksiyon yénteminin kullanilmasinin ardindan 3-4,5
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil = tetrazolyum bromir (MTT) testi uygulanarak
degerlendirilmesi; materyallerin  mutajenik degerlendirmelerinin ise gen
diizeyinde meydana gelen mutasyonlar tespit eden, ve hassas olarak bilinen
Ames testi ile yapilmasi amaclanmustir. in vitro degerlendirmelerin sonrasinda, bu
giincel adeziv restoratif materyallerin ortodontik amacla ¢ekim endikasyonu olan
insan dislerine uygulanmasi ve belirlenen siire¢ sonunda dislerin histopatolojik
incelemeleri ile, bu sistemlerin pulpa dokusu Uzerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi planlanmistir. S6zii edilen tim testler sonrasinda elde edilen
bulgular ~ dogrultusunda,  dért  farklh  adeziv  restoratif  sistemin

biyouyumluluklarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

Buonocore’un mineye asit uygulama teknigini (34) gelistirmesi sonucunda;
dis hekimligi minimal invaziv yaklasim gelenegi ile tanismis ve dis hekimleri giincel
adeziv materyalleri kullanarak, daha estetik restorasyonlar uygulamaya
yonelmiglerdir. Hastalarin kaybettikleri dogal dis goriniminidn ve islevinin
yeniden kazandinlmasindaki basari, hekimin dis ve ¢evre dokularin anatomik ve

biyolojik dogasi hakkinda bilgi sahibi olmasi ile ilgilidir.

2.1. Dis Dokulari

2.1.1. Mine

Ameloblast hiicreleri tarafindan olusturulmus mine, inorganik igerik olarak
agirlikca ylksek yiizdeye (%93-95) sahiptir. Esas olarak kalsiyum, fosfor, karbon,
magnezyum, ve sodyumdan olusur. Organik kismi, %1,5-4 oraninda su ve %0,5-3

oraninda lipit, protein, sitrat, laktat ve karbonhidrat ousturur (35,36).

2.1.2. Pulpa-Dentin Kompleksi

Dentin ve pulpa dokulari, dis tomurcugunun dental papillasindan olusan
mezoderm kokenli Ozellesmis bag dokularidir. Ayni embriyonik kdkenden
gelmelerinin yanisira, disin canlii§i boyunca yakin iliskide olmalart dolayisi ile,
pulpa dokusu, hiicre farklilasmasinin ve olgunlasmasinin gerceklestigi mineralize
dentinle birlikte, pulpa-dentin kompleksini olusturan tek bir doku olarak kabul

edilmektedir (37-39).

Dentin
Dis yapisinin en biyiik kismini olusturan dentin; agirlik¢a %60-70 inorganik
materyal, %20-30 organik materyal, %10 sudan meydana gelmistir (35,40). Dentin

dokusunu olusturan inorganik kisim, mine dokusunda oldugu gibi hidroksiapatit



iken organik icerigini, %93 oraninda tip | kollajen ve az miktarda tip V kollajen
olusturur. Dentini olusturan ana yapilar; tubdller, odontoblast uzantilan,
intratlbuler dentin ve tibiiller arasini dolduran intertiibiiler dentindir. Dentin
tabdlleri pulpadan baslayip yaklasik olarak 2,5-3,5 mm uzunlugunda, mine-dentin
ya da sement-dentin sinirina kadar uzanan ve dentin hacminin %20-30’ unu
olusturan kanallardir (37,41-43). Homojen bir yapida olmayan dentin dokusunun
organik ve inorganik icerik oranlari, dentinin yapisina gére degiskenlik gosterir.
Tibdl sayisi ve yogunlugunun fazla olmasi nedeniile, derin dentin yiizeyel dentine
gore daha fazla su, daha az mineralize doku icerir (40). Yiiksek derecede gecirgen
olan dentin tibdilleri, pulpa ile direk temasta olan odontoblastik uzantilar icerirler
(44). Hiicre govdeleri pulpa kavitesinde, uzun silindirik sekilli sitoplazmik hticre
uzantilar ise dentin tubdilleri icinde bulunan odontoblastlar, dentin ve pulpa
dokusunun bir parcasi olarak kabul edilir. Odontoblastik hiicre uzantilari
nedeniyle dentin dokusu, minenin tersine dis etkenlere, uyaranlara karsi savunma
mekanizmasi gelistirebilen ve dis kiitlesinin biyik bir kismini olusturan canh ve
dinamik bir dokudur.

Dentin dokusu, “interttibliler dentin” ve “intratlibliler dentin’” olmak (izere
iki farkli yapisal kissmda incelenebilir. Organik yapiyr olusturan kollajen ag lizerine
cOkelmis hidroksiapatit kristallerinden meydana gelmis, dentin tibdilleri arasinda
yer alan ve tim dentinin biytk kismini olusturan doku interttibiiler dentin olarak
adlandinlir. intratiibiiler dentin ise tiibiiller arasinda kollajen agin bulunmadig
hipermineralize alanlar olarak tanimlanabilir (45). intratiibiiler dentinin, yas ya da
restoratif islemler gibi nedenlere bagl olarak devam eden biyilimesi, dentin
tiibillerinin tikanmasi ile sonuclanir (40). interglobiiler dentin ise dentin dokusu
gelisiminin bazen homojen kiitle olusumunda basarisiz olan kiiclik globdillerinde
baslamasi ile olusan hipomineralize alanlar ile karakterizedir (46,47).

Dentin, predentin adi verilen ve pulpal ylizey boyunca uzanan mineralize
olmamis dentin dokusu olarak meydana gelir (37,48). Predentin, genellikle
odontoblast aktivitesi nedeni ile 2-6 pm arasinda degisebilen genislige sahip

(46,49) ve dentin olusumunun iki safhada gerceklestigini kanitlayan dentin



dokusudur. Mineralizasyon dentin-predentin birlesiminden baslar ve predentin
yeni dentin dokusuna dénisir (45). Makromolekdiler icerik olarak genellikle tip |
ve Il trimer kollajenlerden olusur. Kollajen olmayan elementler ise cesitli
proteoglikanlar, glikoproteinler, fosforin ve glikozaminoglikanlardir. Bununla
birlikte TGF-beta gibi biiylime faktérleri de bu doku icinde bulunmaktadir. Dentin
dokusunda bulunan biiyime faktérleri, dentin rezorpsiyonu sonrasinda pulpaya
salinarak dokunun biyolojik fonksiyonlarinda degisiklige ve tersiyer dentin
olusumunun uyarilmasina neden olurlar (47). Dis gelisimi y&niinden
incelendiginde dentin dokusunda, primer dentin, fizyolojik sekonder dentin ve
tersiyer dentin olmak Gizere (¢ tip dentin olusumu goralir (38).

Dis kitlesinin buyik bir cogunlugu pulpa odasinin etrafinda kiimelenmis
ve circumpulpal dentin olarak adlandirilan diizenli tiibiiler yapiya sahip primer
dentinden gelisir (41,48). Sekonder dentin; primer dentin  yapiminin
tamamlanmasindan sonra, belirgin bir uyaran olmadan fizyolojik olarak primer
dentinin yapimindan sorumlu odontoblastlar tarafindan sentezlenir ve pulpa-
dentin sinirt boyunca giinde yaklasik olarak 0.5 um kalinhginda salgilanir (50).

Pulpa-dentin kompleksi dis uyaranlara karsi dentin sklerozisi, 61t bosluklar
(dead tracts), veya reparatif dentin olusumu ile cevap verir (51). Pulpa dokusu,
primer ve sekonder dentin dokusundan farkl olarak; cirik, kavite preparasyonu,
yaslilik, mikrosizinti ve travma gibi cok ¢esitli dis etkenler karsisinda kalsifiye
materyal olusumuna sebep olabilir. Disin farkl gelisim asamalarinda, farkh
cesitlilikte ve siddette uyaranlara maruz kalmasi; sekonder dentin dokusuna
benzeyen dizenli tiibll yapisina sahip ya da tiibil icermeyen farkl gériinim ve
yapida dentin dokusunun olusumu ile sonuglanir. Tim bu farkhliklardan dolayi bu
cevap dokusu irregiiler sekonder dentin, reparatif dentin, reaksiyoner dentin,
cevap dentini ve osteodentin olmak Gzere bircok isimle adlandirilir. Bu nedenle,
tim dis uyaranlara karsi olusan bu dokular tersiyer dentin olarak kabul edilmistir
(52). Tersiyer dentin, kimyasal uyaranlar, ¢iiriik, restoratif uygulamalar, atrizyon
ya da diger travmalar gibi farkli dis uyaranlara cevap olarak olusturulan (38,53),

disin zarar goéren bdélgesinin hemen altindaki pulpa odasinin duvarinda lokalize



dentin birikimi olarak tanimlanabilir. Reparatif ve reaksiyoner olarak iki grupta
siniflandinlir.  Uyaranlar  sonrasinda  canhligint  devam  ettiren  primer
odontoblastlar tarafindan olusturulan lokalize tersiyer dentin dokusu reaksiyoner
dentin; primer odontoblastlarin Slimind takiben pulpadaki farklilasmamis
hiicrelerden olusan, yeni sekonder odontoblastlarin yaptigi tersiyer dentin
dokusu ise reparatif dentin olarak adlandirilir (54-56).

Hafif bir uyaran etkisi ile olusan dentin dokusu ise sklerotik dentin olarak
adlandirilir. Dentin sklerozu, tiibiillerin kalsifiye materyalle dolarak, kismen ya da
tamamen tikanmasi veya intratlbiiler dentinin asiri genislemesi ile karakterizedir
ve mine-dentin sinirindan pulpaya dogru ilerler. Bu alanlar, daha serttir ve daha az

gecirgenlik ve duyarlilik gosterirler (37).

Dentin Gegirgenligi

Gegirgenlik, bir maddenin bir difflizyon bariyerinden ya da bariyer icine
gecme kolayhgidir (57,58). Dentin gecirgenligi ise, bakteri veya bakteri
drinlerinin, restoratif materyallerin alerjik ve toksik bilesenlerinin pulpaya
ulasabilme ve etki olusturabilme durumlarini belirleyen 6nemli bir ozelliktir.
Dentin dokusu; disin yasi, tibillerin mineralizasyon derecesi ve dentin
dokusundaki dagilimlar, kalan dentin kalinhg (59) ve derinligi (60), tibdl-
intertibl orani, tibdllerin agikligl ve yogunlugu, odontoblast bariyeri (61), dentin
sivi akimi, dentin dokusundan gegebilecek maddelerin molekiiler boyutlar ve
konsantrasyonlari (62) ve pulpal bilesenlerin varligr (63) ile degiskenlik gdsteren
gecirgenlige sahip bir bariyer olarak degerlendirilebilir (59,64).

Pulpay! ciiriik lezyonundan ayiran en kisa saglkl dentin mesafesi olarak
tanimlanan kalan dentin kalinhg (65), dentin gecirgenliginin en belirleyici
faktorlerinden biridir (66). Materyallerin dentinden gegisi, dentin dokusunun
ylizey alani ile dogru (63,67), kalinligi ile ters orantili olarak degisiklik gdsterir
(59,68). Kalan dentin kalinhiginin azalmasi ile tiibdllerin boylan kisalir ve dentin
iletkenligi artar (69). Restoratif materyallerin sitotoksisitelerinin degerlendirildigi

bir calismada (70) sitotoksik etkinin kalan saglam dentin kalinliginin azalmasi ile



artis gosterdigi bildirilmis; 1 mm kalan saglam dentin kalinhiginda pulpaya ulasan
madde konsantrasyonunun olduk¢a disiik oldugu, fakat bu mesafenin 0.5 mm’ye
disiraldigi durumlarda pulpada toksik etkiler olusabilecegi gdsterilmistir. Bir
diger calismada (66) ise degerlendirilen toksik bilesenlerin yayilma miktarinin
kalan saglam dentin kaliniginin azalmasiyla artti§i saptamistir. Dentin kalinhg:
ayrica, adeziv sistemlerin kullanildigr restoratif tedavilerdeki basariyr da etkiler.
Derin dentinin daha nemli olmasi, hidrofobik materyallerin baglanmasini
azaltabilecegi icin dentin ve adeziv materyaller arasindaki baglanma kuvveti
kavite derinliginden etkilenmektedir (61).

Dentin tubdllerinin yogunluk ve boyutlarinin dentinin farkl bdélgelerinde
degisiklikler gostermesi nedeni ile, dentin gecirgenligi dis icindeki konumuna
bagl olarak farklilik gostermektedir (64). Mine-dentin sinirindan pulpaya dogru
gidildikge artan yogunluk ve ¢aplari nedeni ile okluzal ylizeyde dentin gegirgenlig;;
pulpa boynuzlari tizerinde en fazla iken, merkezde en azdir (69).

Curidk dentin dokusunun gecirgenligi, tibillerdeki bakteri varligina ve
demineralizasyon remineralizasyon déngtisii sonucunda tabdiller icinde olusan
curik kristallerine bagh olarak saglhkli dentinden daha distktir (58). Sklerotik
dentin gecirgenligi ise, sklerozisin fizyolojik ya da patolojik olmasindan bagimsiz
olarak olduk¢a disiik bulunmustur (38,71). Sklerotik dentinde tuibdller mineral
birikimlerle dolmakta ve c¢lirGk kristallerinin varliginin da tibdllerdeki sivi
hareketini engellemede etkili oldugu distinilmektedir (38,58).  Fizyolojik
sekonder dentin ve tersiyer dentin arasinda diizensiz olmakla birlikte atlbiiler bir
yapiya sahip olan arayliz dentini bulunmaktadir. “Hiyalin alan” olarak adlandirilan
bu dokunun, dentin tiibdllerinin birbirini takip etmemesi nedeni ile, gegirgenlikte
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (39).

Tur veya el aletleri ile yapilan kavite preperasyonu sonucunda (72); yiginti,
mine, inorganik ve organik dentin bilesenleri, mikroorganizmalar, su, dentin sivisi
ve tlkdrikle karigmis dentin  tubdllerinin  iceriginden olusan 0.5-5 pm
kalinligindaki yapi “smear tabakas” olarak adlandirilir (39,73). Smear tabakasi ve

tikaclari, dentin tibdllerini tikadigr icin dogal bir bariyer goérevi gérmekle beraber
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(74,75); agiz sivilarinda 7 gilin icinde ¢6ziinmesi nedeni ile gegici koruyucu etkiye
sahiptir (74). Dentindeki sivi akimini azaltarak dentin gecirgenliginde azalmaya
neden oldugu bilinen smear tabakasi (42) distk de olsa gecirgenlik &zelligi
gosterir (76). Sivi akisi, hidrolik iletkenlik veya dentin gecirgenliginin asit
uygulanmasi sonucunda arttigr bildirilmistir (77,78).

Odontoblastlar arasindaki siki birlesimler, secici gecirgen bir bariyer
olusturur. Bu bariyer, pulpa ve dentin tibdlleri arasindaki sivilarin ve besinleri de
iceren erir maddelerin hareketini diizenler (79). Ciiriik lezyonlarinda bakterilerin
ya da restorasyonun tabanindan yayilan toksik materyallerin pulpaya girislerini
engelleyerek, pulpay! koruyucu bir rol Ustlenir (38,80) ve dentin gecirgenliginde
azalmaya neden olur (80). Odontoblast tabakasinin bozulmasi ile bu alani
destekleyen kapillerlerde dogrudan hasarlar olusur ve dentin sivisiyla iliskide olan
doku bosluklarina, fibrinojen gibi plazma proteinlerinin sizmasi sonucu kavite
preparasyonunu takiben gézlenen dentin gecirgenligindeki azalma hizlanir (81) .

Dentin gecirgenligi iki sekilde siniflandinlmistir (38,82). Hidrodinamik
uyaranlara cevap olarak olusan sivi akimlari gibi, maddelerin dentin tiibillerinden
hareketi, transdentinal gegirgenlik olarak adlandiriir (38). Transdentinal
gecirgenlik ayni zamanda, pulpadan disari sivi hareketine bagl olarak agiga ¢ikan
dentin yiizeylerinin nemliliginden sorumludur (82). intertiibiiler dentinin asitle
demineralize edilmesi veya rezinin baglanmasi sirasinda, demineralize dentin
ylzeylerine hidrofilik adeziv rezinlerin infiltrasyonuyla beraber olusan eksojen
maddelerin intertlibller dentine hareketi ise, intradentinal gecirgenlik olarak

tanimlanir (38).

Pulpa

Dis pulpasi, %25’i organik yapi, %75’i ise su’dan olusan mineralize dentin
dokusu ile sinirli; bag dokusu hiicreleri, hiicreler arasi madde, fibriller, arter ve
venler, lenf kanallari, sinirler, odontoblastlar, fibroblastlar, makrofajlar ve kollajen
iceren bir bag dokusudur. Santral (merkezi) ve perifer (cevresel) olmak Gzere iki

bolgeye ayrilarak incelenebilir. Santral bélge; hiicreden zengin tabakanin
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cevreledigi, pulpanin ana bélimudir; damar ve sinirler icerir. Santral bélgenin
cevresinde farklilasmamis mezensim hiicreleri ve fibroblastlar bulunur. Perifer
bélgede ise; hiicreden fakir tabaka, myelin kilifini kaybetmis agri reseptorleri olan
duyu sinirleri, odontoblast tabakasi ve predentin bulunur (44).

Saglikl pulpa dokusunun en dis kismindaki hiicrelerden olusan tabaka
odontoblast tabakasi olarak adlandiriimistir. Predentine komsu olarak izlenen bu
tabaka, odontoblastlarin hiicre gévdelerinin yanisira kapillerler, sinir lifleri ve
dentritik hiicrelerden olusur (47). iliskili oldugu dentin tiibili icerisine
odontoblastik uzanti birakan; pulpa odasi ve kék kanallari duvarinda siralanmis
uzantilari dentin kanallarn i¢inde bulunan pulpanin en &zellesmis hicreleri
odontoblastlardir (38,42,44). Pulpanin ylksek derecede farkhlasmis bu hiicreleri,
dentin yapimindan sorumludur; primer, sekonder ve tersiyer dentini
olusturmaktadirlar. Birincil odontoblast hiicreleri, zarar gérmedik¢e dmiir boyu
dentin yapma Ozelligine sahiptir. Ancak =zarar gordiklerinde, pulpanin
mezensimal 6ncl hicreleri, yeni odontoblast benzeri hiicrelere doénisir ve
reparatif dentini olustururlar (38). Odontoblast hiicreleri, protein ve proteoglikan
dretimi ile ilgili tim karakteristik organellere sahiptir. Odontoblastik uzanti ise,
hiicre govdesindeki organellerin cogunlugunu icermez. Sadece mikrotubdller ve
filamentler icerdikleri gibi mitokondri ve ribozom benzeri yapilari da
bulundurabilirler.  Sinir uclarinin odontoblast hiicre goévdelerinde sonlanmasi
nedeni ile odontoblast hiicreleri ve uzantilarinin, pulpa sinirleri ile siki bir iliski
icinde oldugu bilinmektedir (42). Komsu odontoblastlar arasinda 6zellesmis
hiicreler arasi birlesimler bulunur (cell-to-cell junction). Bu birlesimlerin kavite
preparasyonu sonrasinda hasar gérmesi ise dentin gecirgenliginde artisa neden
olmaktadir (47).

Gercek pulpa (pulp proper) pulpa dokusunun merkezini olusturur ve genis
kan damarlart ile sinirlerini barindirir. Bu alandaki pulpa hiicreleri ise fibroblastlar
ve bag dokusu hiicreleridir (39,47). Fibroblastlar, bag dokusunun yildiz veya
fuziform seklindeki temel hiicreleridir Uzantilar birbirleri ile birleserek pulpa

icinde bir ag olusturur, kollajen sentezinde aktif olarak rol alirlar ve bag dokusu
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matriksini sentezlerler. Bag dokusu icinde yayilmislardir ancak siklikla hiicreden
zengin tabakada izlenirler. Tip I ve tip Il kollajen sentezi, kollajen olmayan
ekstraselliler hiicre matriks iceriklerinin  (proteoglikan ve fibronektin)
sentezlenmesi ve salgilanmasindan sorumludurlar (38,83). Bu hicreler hicbir
zaman biyimedikleri icin “peter pan” olarak adlandirimislardir (47).

Saglkh pulpa dokusunda izlenebilen makrofajlarin sayisi travma ile artar
(39). Makrofajlar uyariimalari ile birlikte timor nekroz faktori (TNF-a), interldkin-
1 (IL-1), sitokinler ve biiyiime faktdrlerinin tGretimini saglarlar. Hareketli olmalari ve
fagositik aktivitelerinin yiiksek olmasi nedeni ile damar disina giktiklarinda 6l
hiicreleri ve yabanci hiicreleri dokulardan temizleyebilme &6zelligine sahiptirler.
Langerhans hiicreleri adini da alan dentritik hiicreler, immin sistemin yardimci
hiicreleridir. Bir kismi odontoblastlara yakin, diger bir kismi ise daha ¢ok pulpanin
merkezinde bulunur. Bu hiicreler, pulpa inflamasyonu ile sayica artis gosterirler
ve pulpa tamirinde rol oynadiklan gibi T-lenfositlerinde c¢ogalmaya neden
olabilirler (47).

Lenfositler, gezici lenfoid hiicreler veya gezici ameboid hicrelerdir (83).
Farkli antijenleri algilamalarindan dolayr 6zellesmis immiin sistem cevabinin
ortaya cikmasini saglarlar (38). Saglikl insan pulpasinda T lenfositleri tesbit
edilirken B lenfositleri ise nadir olarak gozlenirler (47). Saghkl pulpa dokusunda
cok fazla gézlenmeyen Mast Hiicrelerinin pulpaya gelisleri, inflamatuar eksudanin
bir par¢asi olarak kan dolasimi ile olabilecegi gibi; bu hiicreler pulpada 6nci hicre
seklinde de bulunabilirler (38,83). Bag dokusunda siklikla yayilmis bu hiicreler kan
damarlan ile iliskili olarak gozlenirler. Kronik inflamasyon gdsteren pulpa
dokusunda rutin olarak bulunurlar (47). Ameboid hiicreler ise patolojik
durumlarda izlenen pulpa dokusundaki gecici hicrelerdir (83). Ana madde
(ground substance) bag dokusu ve ekstraselliiler matrikste dagilmis hiicreler ve
fibrillerden olusur. Esas yapinin bozulmasi yiiksek konsantrasyonda makrofaj ve
lizozomal enzimlerinin goézlendigi inflamatuar lezyonlarda izlenir (47) . Bu yapy;
en belirgin olarak molekiiler bilesenler, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlari

icerir ve pulpa dokusu icinde meydana gelen bitin metabolik olaylarin
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gerceklestigi yerdir. Bu yapi hormonlarin, vitaminlerin ve diger metabolik
maddelerin etkileri ile enfeksiyonun yayilisi ve hiicresel cevaplari Gizerinde etkilidir
(38)-

Pulpa dokusunda bulunan lifler, kollajen ve retikiiler olmak (zere iki
kissimda gruplandinlmis ince ve uzun protein polimerleridir. Retikler lifler,
odontoblastlarin ve kan damarlarinin cevresinde bunurlar. Bu liflerin odontoblast
tabakasinin hemen altinda yogun olarak bulunanlari “Von Korff Lifleri” olarak
adlandinlir ve dentin yapiminda goérevlidirler. Kollajen lifleri ise pulpanin her
tarafinda bulunur ve kollajen molekiiliinii yapan zincirlerin bilesimlerine gére “Tip
[, 1, 11l ve IV” olarak adlandirilirlar. Tip | kollajen, odontoblastlar tarafindan
sentezlenir, fibroblastlar ise Tip I ve Tip Ill kollajen yapimindan sorumludur (47).

Dis kesitleri mikroskobik olarak degerlendirildiklerinde distan ice dogru
dentin, predentin, odontoblast tabakasi, hiicreden fakir (hiicresiz) ve hiicreden
zengin (hicreli) tabakalar goézlenir (84). Odontoblast tabakasi, pulpanin en dis
kismini cevreler ve predentinin hemen altinda odontoblast hiicre gévdelerinin
dizilmesi ile olusur. Odontoblast hiicrelerinin govdesi disinda, bu hiicreler
tzerinde sonlanmis sinirler ve kapiller izlenir (42). “Weil tabaka” olarak da
adlandinlan hiicreden fakir tabaka odontoblast tabakasinin hemen altinda
bulunur ve kan damarlari, myelinsiz sinir lifleri ve fibroblastlarin ince sitoplazmik
uzantilarini igerir. Hiicreden zengin tabaka pulpanin merkezine gére daha ¢ok
fibroblast, farklilasmamis mezensimal hiicre ve bunlara ek olarak makrofaj,
lenfosit, dentritik hiicre ve plazma hiicreleri icerir (38). Saglikli pulpa dokusunda,
bu bolgede hiicre cogalmasi pek goriilmezken, odontoblastlarin 6lmesi halinde,
hizli bir mitoz izlenmektedir. Dénisiimsiiz olarak zedelenmis odontoblastlar, bu
tabakadan go¢ eden hicrelerle yer degistirmektedir. Gdzlenen mitotik
hareketler, odontoblast tabakasinin yenilenmesinin ilk basamagidir. Primatlar
tzerinde yapilan bazi ¢alismalarda, hiicreden zengin tabakadaki fibroblastlarin,

pulpa acilimi sonrasinda artmis mitotik hareketler gésterdigi bildirilmistir (85,86).
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2.1.3. Pulpa Dokusunun Histopatolojisi

Belirli uyaranlara karsi dokuda gézlenen cevap, hiicre hasarindan élimdine
kadar degiskenlik gésterdigi gibi bu etkilerin birlesimi ile de sonuclanabilir (87).
Pulpa hicreleri normal kosullarda isi soku proteinlerinin aktivasyonu ile farkli
molekdler cevaplari olustururlar; daha sonrasinda ise lokal ya da daha genis capta
hiicre 6lUm gozlenebilir (88). Bu durum pulpanin canhligr icin tehdit olusturabilir
ve yenilenme 6zelligini baskilar. Clriik varli§inda gozlenen hiicresel hasar, mine
ve dentinden pulpaya difflize olan bakteriyel asit ve diger metabolitlerin etkisi ile
olusur. Gincel bulgular, ¢6ziinebilir dentin matriks bilesenlerinin pulpa hiicreleri
tzerinde doza bagh etkileri oldugunu ortaya koymaktadir. Odontoblast benzeri
hicrelerin disuk konsantrasyonda ¢oztinebilir dentin matriksi ile kiltiire edilmesi
sonucunda, bu bilesenlerin hicre sayilan Uzerinde disik etkileri oldugunun
gozlemlendigi; yiiksek konsantrasyonlarda ise bu bilesenlerin hiicre canliligini
baskiladiklari bilinmektedir (87). Esit konsantrasyonlarda “Transforming growth
factor Beta” (TGF)-Bf1 faktoéri kullanimi sonucunda da benzer sonuclar elde
edilmistir (89). Bu durum biylime faktoriiniin disiik konsantrasyonlarda doku
yenilenmesini indukleyici etkiye, ytksek konsantrasyonlarda ise hiicre 6limine
neden oldugunu gosterir.

Pulpal hasara neden olan etkenlerden ikisi restoratif materyallerden
salinan toksik drtnler ile kavite ve restorasyon arasindaki bakteriler ve
toksinleridir. Dentin dokusu ise bu etkenlerin dentin tubdllerinden ilerlemesinde
bir bariyer gorevi Ustlenir. Bariyer etkisi, kavite preparasyonu sonucunda olusan
smear tabakasi etkisi ile artis gésterir (90,91).

Dentin dokusunun bariyer 6zelligi smear tabakasini ortadan kaldirarak
dentin tbdillerinin aciimasini saglayan asit uygulamasi ile azalr (92,93). Bununla
birlikte asit, dentin dokusu ile temas ettiginde nétralize olur ve toksik etkisi
ortadan kalkar (94). Bariyer ozelligi, tibiillerden toksik materyal gegcisini
tamamen engelleyemez. Dentin topografisine bagli olan dentin gegirgenligi, daha
sik izlenen ve daha yiiksek hacimdeki dentin tibdlleri nedeni ile pulpaya

yaklastikca artis gosterir (92). Bariyer etkisi, dentin kalinliginin artmasi ile azalan
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dentin gecirgenliginden de etkilenir (91). 0,5 mm’den az olan arda kalan dentin
dokusu pulpada olusabilecek inflamasyon riskinde artisa neden olur (95). Bu etki
derin kavitelerde daha sig olanlarla karsilastirildiginda farkli reaksiyonlar
izlenmesine neden olur. Dentin sklerozu ise dentin gecirgenliginde diisiise neden
olur fakat disiik molekiler agirhiga sahip materyallerin gegisi engellenmez (96).
Restoratif materyallerden salinan monomer miktari materyalin sertlesmesi veya
polimerizasyonu ve gec¢en zaman ile de azalma gosterir. Bununla birlikte
restorasyon altinda bakteri penetrasyonu ile gézlenen toksin sentezi zamanla
artis gosterir. Bu durum goézlenen pulpal reaksiyonlarin agiklamasi olarak kabul
edilir (97).

Pulpa; bahsedilen bu iki faktére, hasarin siddetine bagh olarak geri
doénisebilen veya geri doniisiimstiz inflamasyonla cevap verebildigi gibi, tersiyer
dentin olusumu da gozlenir (Sekil 2.1.). Siddetli uyaranlar sonrasinda lezyon
bolgesinin altindaki lokalize odontoblastlar ve pulpa hicreleri canliliklarini
kaybedebilir ve uygun kosullarda pulpal kék/progenitér hiicrelerden odontoblast
benzeri hiicreler farklilasabilir (87). Sekonder odontoblastlarin olusumu ile
karakterize odontoblast dejenerasyonu, stoplazmik graniillerin sentezi ile devam
eden, sonrasinda da kollajen fibrillerin olusumu ve mineral tuzlarin ¢ékelmesi ile
tamamlanan siireci takiben, atipik, farkl yapi ve bosluklar iceren “rejeneratif”,
“tersiyer”, “reparatif”’, “irregiler”, “defansif” veya “irritasyon” dentini olusumu
gozlenir (87,98,99). Reparatif dentin olusumu pulpa ekspozu sonrasinda
uygulanan pulpa kaplamasi tedavileri ile gerceklesen dentin koprisi
olusumundan da sorumludur. Dusik siddette uyaranlar sonrasinda ise primer
odontoblastlar ve pulpa hiicreleri canliliklarini stirdiirtiler ve dentin tibdllerinin

tikanmasi ile (99) “reaksiyoner’”” dentin dokusunu olustururlar.
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Sekil 2.1. Reaksiyoner ve reparatif dentin olusumu (87)

Reaksiyoner ve reparatif dentin dokularinin; hasar boélgesi ile lokalize
pulpa dentin araytiziinde matriks depozisyonu ile karakterize olmalar gibi benzer
Ozellikler gdstermelerinin yanisira, Ozellikle reparatif dentinde gozlenmeyen
tibtler devamlilik agisindan farkliliklar oldugu bilinmektedir. Reparatif dentin ise
primer dentin dokusuna benzer sekilde diizenli tiibiiler yapida olmasi ile birlikte
atlibiler goriiniimde de olabilir. Tlbdler yapidaki bu farkliliklar degisken dentin
gecirgenliginde ve yiizeydeki hiicrelerin (canli kalan primer odontoblastlar ya da
olusan odontoblast benzeri hiicreler) derin dentin dokusu ile etkilesim
kabiliyetleri tizerinde etkilidir (87). Kavite preparasyonunun da pulpal cevaba
sebep oldugu bilinmektedir ve bu preparasyonun derinligi hiicresel hasarin
derecesinde etkilidir. Kalan dentin kaliniginin dasik oldugu derin restoratif
islemlerde odontoblast canlihigr baski altina alinir ve arda kalan dentin kalinlig,

rejeneratif dentin olusumunda biyiik etkiye sahip olur (95).
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Daha uzun siireli veya siddetli irritasyon, odontoblast ¢ekirdegi ve plazma
membraninda geridénilisimstiz etki yaparak alttaki bag dokusunda inflamasyona
neden olabilir. inflamasyon baslangici sonrasinda uyaranin etkisini kisa siirede
kaybetmesi ile geri donis olabilir. Ancak siddetli uyaran varliginda spesifik ve
nonspesifik immiinolojik reaksiyonlar pulpa dokusunda geri dontisimi olmayan
hasarlara yol acabilirler (100) .

Cesitli uyaranlarin etkisi ile hiicre ve dokularda meydana gelen hasar
sonras! olusan atiklart ve bu etkeni yok etmek, viicuttan uzaklastirmak, sonunda
da o bolgede goriilen doku kaybini onarmak icin gelisen bir dizi reaksiyonun timi
inflamasyon olarak adlandirilir (101). Pulpal inflamasyon ise, diger bag dokusu
inflamasyonlarina benzer olarak akut ve kronik olarak siniflandirilabilir. Akut
inflamasyon, vaskiiler bir cevaptir; plazma proteinlerinin kan dolasimini kolaylikla
terk etmesi ile karakterize eksiidasyon gozlenir. Bu tip inflamasyon alaninda
notrofiller ve makrofajlar goézlenir. Kronik inflamasyon ise devamlidir ve bir
haftadan fazla sdrebilir. Makrofajlar, T hiicreleri ve fibroblast hiicreleri kronik
inflamasyondan sorumludurlar. Ancak akut ve kronik inflamasyon arasinda
belirgin bir sinir yoktur (42).

Pulpal reaksiyonlar hafif, orta ve ileri derece olmak lzere li¢ grup olarak da
siniflandinlmuglardir. Hafif derecede reaksiyon hiicreden fakir tabakada ve komsu
pulpa dokusunda, artmis fibroblast ve farkllasmamis hiicre sayisi ile
karakterizedir. Kapiller damarlarda bir artis ve birka¢ damar disina ¢ikmis kirmizi
kan hiicresi ve inflamatuar hiicre gozlenir. Cevap sadece ilgili dentin tibdali
bélgesindedir. Orta derecede reaksiyonda ise akut veya kronik olmasina bagh
olarak nétrofilik ve mononiikleer I6kositlerin, odontoblast-predentin bélgesine
goc etmesi ile karakterize lokalize reaksiyon gozlenir. Genellikle normal
gorinimlerinden farkli odontoblast hiicreleri icerir ve tibdllerin icinde
odontoblast cekirdekleri izlenebilir. inflamasyon alaninda kan damarlar ve
kapillerlerin artmasi ile karakterizedir. Hiicre infiltrasyonu, apse olusumlari,
polimorfoniikleer ve mononiikleer I6kositlerin siklikla gozlendigi; odontoblast

tabakasinin morfolojik bir bitiin olarak izlenemedigi sinirli cevabi iceren reaksiyon
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ise ileri derecede reaksiyon olarak adlandirilir. Bu reaksiyonda dentin ttibdillerinde
odontoblast c¢ekirdekleri ve hiicre yogunlugunun etrafinda ise cok sayida kan

damarlari izlenir (42,102).

2.2. Adeziv Restoratif Sistemler

Adeziv restoratif sistemler dis sert dokularina adezyon (kimyasal ve /veya
mikromekanik) gosteren restoratif sistemler olarak tanimlanabilirler. Bu sistemler
icinde kabul edilen cam iyonomer restoratifler dis dokularina kendiliginden
adezyon gosterirken; rezin kompozitlerin adezyonu adeziv sistemler gibi ara
baglayici ajanlar ile saglanir. Bu nedenle cam iyonomer restoratifler ya da adeziv
sistemlerle kombine olarak uygulanan rezin kompozit restoratifler adeziv

restoratif sistemler olarak ele alinmistir.

2.2.1. Adeziv Sistemler

Latincedeki adhaerere kelimesinden kdken alan adezyon (baglanma), iki
farkli ylizeyin ylizeyler arasi kuvvetlerle birbirine baglanmasi ve bu farkl ytizeyler
arasindaki molekduler etkilesimdir. Bir maddenin baska bir maddeye yapismasi
olarak tanimlanan adeziv terminolojisinde baglanmanin gerceklestigi madde ya
da ylizey adherent, adezyonu olusturan madde ise adeziv olarak adlandinlr
(103,104). Adeziv baglanmanin genellikle iki veya daha fazla yiizeyi ilgilendiren bir
tanimlama olarak bilinmesine ragmen adeziv sistemlerin dis ylizeyine baglanmasi
daha karmasiktir. Dis hekimli§inde adezivin baglandigi substrat olarak bilinen
adherent cesitlilik gdsterir (mine, dentin, amalgam, kompozit, seramik veya cam
iyonomer restoratif), adezivler ise basit baglanma (seramik veya metal lzerine
uygulanan silanlar); ya da ¢oklu baglanma arayiizeyi (dentine baglanan kompozit
rezin, dise baglanan seramik restorasyonlar) icerebilirler (105,106).

Adezyonda fiziksel, kimyasal ve mekaniksel olmak lzere li¢ mekanizma
etkilidir (104). Mekanik baglanma makromekanik, mikromekanik tutunma ve
nano-interdijitasyon olarak izlenebilir. Makromekanik baglanma intra ve

ekstrakoronal restorasyonlarda izlenen baglanma tirG iken, mikromekanik
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baglanma giincel adeziv dis hekimliginin temelini olusturur. Bu baglanma, adeziv
penetrasyonuna olanak saglayan mine ve dentin ytizeylerindeki mikrobosluklar ile
ilgilidir. Bu mikrobosluklar asit uygulamasi ile olusturulur. Adezyonun iki agamada
gerceklestigi kabul edilebilir; dentin tlbdilleri veya mine cubuklari etrafinda olusan
mikrotaglar ve nanotaglar. Nanotaglar baglanma i¢in daha énemlidir ve nano-
interdijitasyon mekanizmasi olarak kabul edilebilir (106,107).

Baglanmanin dayaniklihgi ve kaliciligr birkag faktére baghdir. Adherentin
heterojen olan dokusal 6zellikleri, kavite preparasyonu siiresince olusan ytizey
kontaminasyonu (yiizeyin temiz olmasi), purizIiliga, uygun kontak agisi ve iyi
islatilmasi, smear tabakasi, baglanmaya karsi koyan dis kuvvetlerin gelisimi,
birlesim ytizeyindeki yiklerin dagihmi ve adezivin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
baglanmay: etkileyen faktorlere drnek olarak verilebilir. Diger etkenler arasinda
ise nem, fiziksel stresler, sicaklik degisimleri, pH, beslenme, cigneme aliskanliklar
gibi agiz ici sartlar kabul edilebilir (44,106).

Baglanmadaki asil amag ¢ok iyi bir adaptasyon saglanmasidir ve bunun
saglanmasi dentin dokusunda daha zordur (108). Mine %96 oraninda inorganik,
dentin ise daha fazla organik igerik ve su igerir. Dentinin bu nemli ve organik
yapisi baglanmayi zorlastirir (41,109). Pulpal basing, dentin dokusunun nemliligi ve
kalinhgi, dentin dokusuna baglanmadaki énemli kriterlerdendir (41). Tubdllerin
uzunlugu, capi, agikhgl, dentin sivisinin viskozitesi ve icinde ¢6ziinen maddelerin
molekiler hacmi ve pulpal sirkiilasyon ile maddelerin uzaklastinima orani, dentin
nemliligini etkileyen faktérlerdendir. Dentin tibdllerinde hermetik tikanma
saglanmamigsa dentin gecirgenliginin ylksek olmasi nedeni ile bakteri ve
toksinler, kolayca pulpaya dogru penetre olurlar. Tibdllerden sizan dentin sivisi
da baglanmada etkilidir. Clinki su, hidroliz ile sert doku lzerindeki tim adezyon
alani icin etkili olarak rekabet eder (44). Baglanmay: etkileyen faktérlerden bir
digeri ise, polimerizasyon siiresince monomerlerin boyutsal olarak yeniden
diizenlenmesi sonucu gerceklesen polimerizasyon biiziilmesidir. Restoratif

materyalin kavite duvarlarina baglanmasi ile sinirlanan rezin bizilmesi, rezin ile
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dis dokusu arasindaki baglanmayr bozan polimerizasyon biziilmesine
(gerilimlerine) neden olur (44,104).
Adeziv sistemler; ylizey kosullarinin degistirilmesi, primer uygulamasi ve

adeziv rezin uygulamasi olmak tzere li¢c temel basamak icerirler (110).

Yiizey Kosullarinin Degistirilmesi

Bu uygulama ile kimyasal, 1sisal ve mekanik yontemlerle adeziv sistemlerin
mikromekanik olarak baglanmalarini saglayacak uygun bir ylizey olusturulur.
Kimyasal yontemde asit ve kalsiyum selatorleri, i1sisal yontemde lazer, mekanik
yontemde ise mikroabrazyon teknigi kullanilir (104). Giniimizde yaygin olarak
asit ile purizlendirme teknigi kullanilmaktadir. Mineye baglanmada asit
uygulamasinin basaril sonuclarinin ardindan dentinin asitle purizlendirilmesi
kavrami dogmustur. Bazi ¢alismalarda, fosforik asit gibi glicli asitlerin rezinin
dentine baglanmasini zorlastirdiginin ve pulpal hasara yol actiginin belirtiimesi ile
kullanimi énerilmemis; fakat sonrasinda yapilan farkli ¢calismalarla olusan pulpal
inflamasyonun asil sebebinin, yetersiz marjinal tikanma oldugu gosterilmistir
(108). Maleik, sitrik, fosforik ve nitrik asit gibi cesitli ve farkl asitler belirli bir siire
dentin ylizeyine uygulanir sonrasinda su ile yikanarak uzaklastirilir (44,104). En sik
kullanilan ise mine ile dentinde kuvvetli etkisi oldugu distinilen %30-37,5 ‘lik
fosforik asittir. Yiizey kosullarinin degistirilmesi icin uygulanan fosforik asit, jelin
icinde dagilmis silikon dioksit ve yogunlastirici ajan olarak eklenen polimer
partikdlleri ile birlestirilmis halde kullaniimaktadir (111).

Uygulanan asitin konsantrasyonuna, etki silresine ve tilrine gore
farkliiklar gosteren demineralizasyon (104,110) sonucunda minerallerin
¢cozinmesi ile kollajen fibriller agiga ¢ikar, intertiibiler dentinin mikropdrozitesi
artar ve intratlibiler dentinin demineralizasyonu ile huni sekilli tibdl agizlar
olusur. Smear tabakasi ve smear tikaclarinin ortadan kalkmasi sonucunda ise
rezinin, intertiibller ve intratiibller penetrasyonu kolaylasir (44,104,112,113).
Nakabayashi ve dig. (113) asitle demineralize edilmis bu alan, infiltrasyona olanak

veren gecirgen bir tabaka olarak tanimlamislardir. Kanca ve dig. (114) ise bu
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tabakayi, cevresel kosullara ¢cok hassas bir yapi olarak belirtmis ve hafif derecede
nemli bir kosulun saglanmasi ile daha iyi bir baglanma elde edilecegini
vurgulamislardir. Asit uygulamasindan sonra destegini kaybeden kollajen aglarin
blzllmesi sonucunda fibriller arasindaki mesafe azalir ve adeziv rezinin kollajen
fibriller arasina girmesi zorlasir. Asit uygulanan ytizeylerin yikkanmasinin ardindan
apatit kristallerinin yerini su alir ve fibriller arasi mesafe eski haline doner (114,115).
Yikama isleminden sonra ylizeyin asin derecede kurutulmasi hidroksi apatitini
kaybetmis desteksiz kollajen fibrillerin tekrar blziilmesine neden olarak rezin
infiltrasyonunu sinirlandinir. Hidrofofilik monomerlerin, buzilmis kollajen agini
kismen genigsletebildigi goz 6nlne alindiginda; dentin ylzeyinin hafif nemli
birakilmasi ile karakterize nemli baglanma teknigi sonucunda rezinin kollajen aga
infiltrasyonu kolaylasir (116) ve in vitro baglanma dayanikliliginda artis gézlenir
(114). Su veya su ve HEMA icerikli primerlerin rezin dentin baglantisini
giclendirebilecegi fikri Kanca ve dig.’nin (117) nemli baglanma teknigini
tanitmasina yol ac¢mistir. Dentin ylizeyinde asin nem varligi ise primeri
sulandirarak etkisinin azalmasina ya da hibrit tabakasi icindeki rezin
polimerizasyonunun olumsuz etkilenmesine ve adeziv tabakada su iceren kusurlu
bélgelerin olusumuna neden olur (44,118). Asit uygulanmasi sonucu aciga cikan
ylksek protein icerigi, dentinin kritik ylizey gerilim degerinin (44.8 dyne\cm)
diismesine (29,48 dyne\cm) ve daha k6t baglanmaya neden olur (44,104). Diisen

kritik ytizey gerilim degerini arttirmak amaci ile bu ylzeylere primer uygulanir

(104).

Primer Uygulamasi

Hidrofilik nemli dentin ytizeyi ile hidrofobik rezin arasindaki baglanmayi
arttirdigr kabul edilen primerler (44) su, aseton, etanol gibi organik ¢6zlciilerde
¢6ziinmis HEMA, Bifenil dimetakrilat (BPDM), 4-Metakriloksetil trimellitat
anhidrit (4-META) gibi dusiik vizkositede hidrofilik monomerler icerirler.
Gunldmiz dentin baglayici sistemlerde HEMA’nin yaninda N-Tolylglisin glisidil
metakrilat (NTGGMA), Pyromellitik asit gliserol dimetakrilat (PMDM) ve
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Fosfatlanmis penta-akrilat esteri (PENTA) gibi monomerler de bulunur (44,119).
Bu monomerler hidrofilik ve hidrofobik olmak tzere iki fonksiyonel gruba
sahiptir. Hidrofilik gruplar (karboksil gruplar) ucucu karakterleri ile dentin
ylzeyindeki ve nemli kollajen agindaki su ile yer degistirerek, monomer
infiltrasyonunu  kolaylastirirlar  (44,107,113,120,121).  Asiri  kurutulmus dentin
ylizeyinde ise buzilmus kollajen agini genisleterek bu agin icine girerler. Primer,
uygulandigi ylizeylerde ¢6kmds kollajenleri restore eder ve rezinin dentine daha
iyi diffize olmasini saglayarak hibrit tabakanin kalitesini ve baglanma
dayanikliigini artirir. Hidrofobik gruplar (metakrilat gruplar) ise dentin yiizeyinin
Ust kisminda yeralir ve ylizeye uygulanan adeziv rezin ile kopolimerize olurlar
(44,119,122,123).

Hidrofilik dentin ile hidrofobik rezinden olusan iki farkli kimyasal yapiy
birbirleri ile uyumlu hale getiren primerlerin, dentin sivisindaki proteinlerin
denatlirasyonuna ve ¢6kmesine neden olarak dentin gecirgenligini azalttigr ve

asiri dentin duyarliligini 6nledikleri distndlir (44).

Adeziv Rezin Uygulamasi

Baglayici (Bonding) ajan olarak da adlandirilan adeziv rezinler 6ncelikle
dentine yeterince infiltre olabilmesi icin HEMA gibi hidrofilik gruplardan;
monomerlerle kopolimerizasyon i¢in Bis-GMA, UDMA gibi hidrofobik
monomerlerden ve TEGDMA gibi viskozite diizenleyicilerden olusurlar (44).
Genellikle doldurucu icermeyen bu ajanlar (107,124) asit uygulamasi sonrasinda
dentin tubdilleri icine girerek rezin taglar olusturur ve hibrit tabakayr meydana
getirirler (104,110). Bununla birlikte polimerizasyon biiziilmesi sonucu olusan

stresleri azaltarak rezin-dis baglantisini korurlar (44,119).

Adeziv Sistemlerin Siniflandiriimasi
Adeziv dis hekimligindeki gelismelerle birlikte adeziv sistemlerin kullanima
sunulmasi ve gelistirilmesini izleyen tarihler esas alinarak yapilan “kronolojik

siniflandirma” ve bu sistemlerin kimyasal iceriklerine gore yapilan ‘“yapisal
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siniflandirma”, bircok arastirmaci tarafindan kullaniimistir (125). Adeziv sistemler,
smear tabakasi lzerindeki etkilerine gore; smear tabakasi lizerinde degisiklik
yaratan sistemler, smear tabakasini kismen uzaklastiran ya da tamamen
uzaklastiran sistemler olarak da siniflandinlmislardir (121,126-129). Klinik uygulama
basamaklarinin ve dis dokularyla etkilesimin g6z 6niinde bulunduruldugu
siniflamada ise glincel adeziv sistemleri; etch&rinse (asidi yikanan sistemler), self-
etch (kendinden asitli sistemler) ve cam iyonomer icerikli sistem olmak tzere ¢

baslik altinda incelemek mimkiinddr (1,121,130,131).

Etch & Rinse Sistemler

Ayri bir basamak olarak asit uygulamasini iceren ve uygulama teknigine
gore iki gruba ayrilan bu sistemlerin temel baglanma mekanizmalar difiizyon
merkezlidir (1). Aseton icerikli bir primerin kullanildigi durumlarda nemli
baglanmanin (wet bonding) zorunlu oldugu belirtilmis, su veya etanol icerikli
primer kullanildiginda ise hafifce hava ile kurutma ve kuru baglanma (dry
bonding) tekniginin etkili baglanmayi sagladigi goézlenmistir (1,121,132). Nemli
baglanma tekniginde primerler icindeki ¢ozticller kollajen fibriller arasindaki suyu
uzaklagtirarak HEMA gibi hidrofilik monomerlerin kollajen fibriller arasina
girmesini saglar. Hava ile kurutulma sonrasinda ¢dziiciiler su ile birlikte uzaklasir
ve kalan monomerler (HEMA) kollajen fibriller tarafindan absorbe edilir.
Demineralize dentinde konsantrasyonu artan monomerler, adeziv rezin ile
etkilesime girerek hibrit tabakayi olustururlar (132-134).

Uc asamali etch&rinse sistemlerde; asit asamasini aseton, etanol, su ve bir
veya daha fazla bifonksiyonel rezin monomerden olusan primer (110) ve ardindan
glincli asama olarak adeziv rezin uygulanmasi izler (121,135). iki asamali
etch&rinse sistemler ise asit uygulama basamagini takiben hidrofilik ve hidrofobik
rezinlerin karisimi olan ve etanol, aseton, su gibi ¢dziiciilerden birini iceren
kombine tek sise baglayici ajanlarin uygulandig) sistemlerdir (44,136). Mine
dokusuna olan baglanmalari ti¢ asamali sistemlerle kiyaslanabilen (131,137-139) bu

sistemler asit uygulanmasi asamasindan sonra dentin ytizeyinin kurutulmasinin
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teknik hassasiyet gerektirmesi, dentin tibdllerini tikayan smear tikaglarinin
kaldiriimasi ile birlikte dentin sivisinin hareketine kargi direncin diismesi ve dentin
gecirgenliginin artmasi nedeni ile postoperatif duyarlilk olusumu gibi
dezavantajlara sahiptir (118,140).

iki asamali etch&rinse sistemlerde adezivin demineralize dentindeki
kollajen aga diffiize olmasinda kolaylik saglamak amaci ile ¢6ziicii olarak etanol,
aseton veya su yerine tersiyer butanol iceren XP Bond (Dentsply Konstanz,
Almanya) (141) dis hekimligine sunulmustur. Etch&rinse sistemlerde karsilasilan
sorunlarin dniine gegebilmek ve uygulama islemlerini basitlestirebilmek icin self-

etch sistemler gelistirilmistir.

Self-Etch Sistemler

Yikama gerektirmeyen asidik rezin monomerlerin kullanilmasi ile asit
uygulama asamasinin elimine edildigi bu sistemlerde (130) dentinin yizeyel
demineralizasyonu ve monomer penetrasyonunun es zamanl ve ayni derinlikte
olmasi ile dentin ve adeziv rezinin devamlilik géstermesinin saglanmasi ve smear
tabakasinin baglanti substrati olarak kullanilp hibrid tabakaya dahil edilmesi
amaclanmistir (121,142). Etch&rinse sistemlerden farkl olarak, primerin hava ile
uzaklastinlarak smear tabakasinin modifikasyonuna neden oldugu icin bazi
arastirmacilar tarafindan “etch&adry” olarak da adlandinimislardir (143). Self-etch
primerler, asiditelerine bagli olarak smear tabakasina 2 um kadar penetre
olabilmekte, pulpayr koruyan ve dentinal sivi akisini 6nleyen dogal bariyer
Ozelligine sahip smear tabakasini modifiye ederek baglanma saglamaktadirlar
(115,121,142). Asit uygulama asamasinin elimine edillmesi ile demineralize dentinde
tam olugmayan tikanmanin Ustesinden gelinecegi ve(131), etch&rinse sistemlerin
dezavantajlarinin ortadan kaldirilacagr 6ngériilmektedir (115,130,144-146). Self-
etch adeziv sistemlerin primer ajanlar; cesitli monomerlerin yani sira, fosfat
esterleri veya karboksilik asit gibi asidik monomerlerin sudaki ¢ozeltileri ve HEMA
icerir (147). Maleik asit ve itakonik asit gibi organik ve inorganik asitler,

doldurucular, tasiyicilar (aseton, etanol,su) ve MDP (10-metakrilooksidesil
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dihidrojen fosfat), Bis-GMA, 4-META, TEGDMA, UDMA ve PENTA gibi
monomerler de self-etch adezivlerin yapisinda bulunurlar (148). Bu sistemler de
iki grup altinda incelenir (149,150).

iki asamali self-etch sistemlerde ilk olarak asidik self-etch primeri iceren
hidrofilik soltisyonun oldugu ilk sisenin kullanilmasini takiben hidrofobik dentin
baglayicisi uygulanir. iki ayn soliisyonun uygulama sirasinda karistirildigi ya da
hepsi bir arada (all in one) olarak da adlandirilan asit, primer ve baglayici
ajanlarinin tek bir sisede birlestirildigi sistemler ise tek asamali self-etch
sistemlerdir (151).

Self-etch sistemler asiditelerine gére zayif, orta ve kuvvetli asidik olarak ¢
grupta siniflandinlirlar.  Kuvvetli asidik self-etch adezivlerin pH’ lari 1 den kii¢iik
iken orta asidik self-etch adezivlerin 1,5, zayif asidik self-etch adezivlerinki ise
2’den buiydktdr. Kuvvetli asidik self-etch adezivler disiik pH’da olmalarindan
dolayi etch&rinse sistemlere benzer baglanma mekanizmasi ve araytiz morfolojisi
gosterirler. Orta asidik self-etch adezivler, zayif ve kuvvetli asidik self-etch
adezivler arasi 6zellik gésterir, dentin ytizeyini kismen ¢6zer ve buna bagli olarak
da hibrid tabaka icinde az miktarda hidroksiapatit kristallerinin kalmasina neden
olurlar. Bazi iki asamali sistemlerde bulunan asidik monomerlerin (pH’ yaklasik
olarak 2 olan sistemler) hibridizasyona ek olarak, cam iyonomerlerde kullanilan
asidik polimerlere benzer bir Sekilde kimyasal baglanmaya neden oldugu
belirtilmektedir (152,153). Yoshida ve dig., konsantrasyon ve pH’larindan bagimsiz
olarak asit sollGsyonlarinin icindeki karboksilik asit tuzlarinin dis sert dokularinda
olusturdugu dekalsifikasyon ve kimyasal emilim ile acikladiklari “adezyon
dekalsifikasyon konseptini” ortaya koymusladir (154). Self-etch adezivlerin
olusturdugu parsiyel demineralizasyon sonrasinda artik hidroksiapatitler,
kimyasal baglanma icin reseptér gibi davranirlar (155). Hidroksiapatit
dekalsifikasyonu ve kimyasal baglanma adezivin dokuya uygulanmasinin hemen
ardindan baglar. Self-etch adezivlerin igindeki fosforik asit esterlerinin karbon
zincirleri, apatit ag disinda lokalize olur ve bu esterlerin cift baglar in situ olarak

polimerize olurlar. Bir cok hidrojen bagh grubun (COOH, OH vb) varligi goéz
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onitinde bulunduruldugunda, tutunma bu gruplar ve hidrofobik icerik
(hidrokarbon zinciri) varligina baghdir (153). Bu baglanma mekanizmasi sayesinde;
mikromekanik baglanma ile ani kuvvetlere karsi diren¢ saglanirken, kimyasal
baglanma ile hidrolitik kopmalara karsi direncin arttinldigl, ayrica adeziv
monomerin dekalsifiye dokuya infiltrasyonu ile sinerjik olarak daha yiliksek
baglanma dayanikliiginin elde edildigi bildirilmistir (130,156). Bu tutunmanin
mikromekanik baglanma kadar etkili olmadig1 da 6ngoriilmektedir (157).

Zayif asidik self-etch adezivler dentinde sig demineralizasyon olusturarak
fibriller arasinda hidroksiapatit kalmasina izin verirler; smear tikaclarini ortadan
kaldirmazlar ve submikron boyutunda oldukca yilizeyel hibrit tabaka olustururlar.
Self-etch sistemlerde kollajen agin bitiinliglu ve doku ile rezinin devamlihgi
amaglanmis olsa da baglanma kuvvetleri etch&rinse sistemlere gére daha dusik

bulunmustur (1,156,158,159).

Mine Dokusuna Baglanma

Adeziv restoratif sistemlerin mine ve dentin dokusuna baglanma
etkinlikleri bu dokularin organik, inorganik iceriklerindeki farkliliklar nedeni ile
degisiklik gostermektedir (160). Mineye baglanmanin dikkate alindigr ilk
calismalarda arastirmacilar prepare edilmis ylizeylerin smear tabakasi ile 6rtili
oldugunu goézlemislerdir (73,161,162). Mine dokusuna asit uygulanmasinin amaci,
prepare edilmemis mine ylizeyi tizerindeki organik pellikili, prepare edilmis mine
ylizeyinde ise smear tabakasini uzaklastirmak ve retantif bir alan olusturabilmek
icin mine kristallerinin ¢6ziinmesini saglamaktir (162,163). Asit uygulanmasi
sonucunda smear tabakasi ortadan kalkar, prizmatik ve interprizmatik mine
kristallerinin ¢c6ziinmesi ile ylizey Gzerinde (g farkl mikromorfolojik patern olusur
ve mikropdrdzite artar. Sonu¢ olarak minenin islanabilirligi, ylzey enerjisi ve
baglanma alaninda da artis g6zlenir ve rezin esasli restoratif materyaller icin ideal
bir baglanma yiizeyi olusur. Adeziv sistemlerin olusan p6rdz alanlara akmasi ve
polimerize olmasi sonucu mikromekanik bir baglanti gerceklesir (164,165).

Baglanma, rezin materyalin mikrobosluklara penetre olmasi ile ilgilidir. Gwinnett
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ve Matsui (163) tarafindan ortaya atilan bu mine hibridizasyonu goéris,
Nakabayashi’nin (166) dentin dokusu Uzerinde yaptigl calismalarla benzerlik
gostermektedir. Nemli dentine baglanmanin saglanmasi icin hidrofilik rezin
monomer iceren giincel dentin adezivlerin gelistiriimesi ile bu adezivlerin mine ve
dentin dokusuna birlikte uygulandiklari bir model gelismistir (160,162,167).
Self-etch sistemler, mine yiizeyinde asidik primer ile demineralizasyon
yaparlar. Zayif asiditeye sahip primerler mine dokusunda, kuvvetli olanlar ve asit
uygulanan sistemlerle kiyaslandiginda derinligi daha az olan demineralizasyon
gerceklestirirler (168). Bu sistemlerde mineye baglanma, yiizey ozellikleri
degistirilmis (asit uygulanmis) alanlara polimerlerin tutunmasi ile karakterize
mikromekanik baglanmanin yanisira, mine apatitlerinin kalsiyum iyonlar ile
birlesmesi ya da fosfat veya hidroksil gruplari ile reaksiyona girmesi ile olusan

kimyasal baglanmayi da icerir (131).

Dentin Dokusuna Baglanma

Adeziv dis hekimliginde, mine dokusundan yapisal olarak farkli dentin
dokusuna optimum baglanma elde edebilmek i¢in ¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. Fusayama ve dig. (169) dentine asit uygulanmasinin zararl oldugu
inanisini degistirmis ve iyi bir baglanma icin total etch yénteminin uygulanmasi
gerekliligini vurgulamislardir. Ayni dénemde Nakabayashi ve dig. (112,113) dentin
ylizey kosullarinin degistirilmesi ile mineral icerigin ylizeyden uzaklastirimasinin
baglanma substrati olarak dentin kollajenlerini agiga ¢ikardigini ve bu durumun
glvenilir ve pratik bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Dentin dokusunun
hidrofilik 6zelligi nedeni ile, hidrofilik ve hidrofobik gruplara sahip monomerlerin
kullanimini 6nermislerdir. Adeziv sistemler, hidrofilik 6zellikleri nedeni ile kollajen
matrikse penetre olarak kollajen-rezin birlesimi ile ifade edilen ve ilk defa 1982
yiinda Nakabayashi ve dig. (44,112) tarafindan tanmimlanan hibrit tabakay:
olustururken; hidrofobik 6zelligi ile restoratif materyalin hidrofobik icerigine
baglanir (165). Rezin monomerler ve dentin bilesenlerinin mekanik kenetlenmesi

hibrit ~ tabakanin  yanisira  rezin-dentin  interdifizyon  alami  (resin
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infiltrated/reinforced layer) olarak da adlandirlir (41,129,170). Hibridizasyon teorisi
ile tanimlanan bu tabakanin kalinhgr uygulanan materyale, dentin bdlgesine ve
dentinde olusturulan demineralizasyon derinligine baghdir. Kullanilan adeziv
sisteme bagll olarak hibrit tabaka, ti¢ bélime ayrilmistir. Ust kisim denatiire
kollajenlerden olusmus smear jel bir yapidadir. Diger iki tabaka, kollajenden
olusmus orta tabaka ve rezinle cevrili hidroksiapatit kristalleri iceren kismen
demineralize olmus dentin dokusundan saglikli dentin dokusuna uzanan taban

kismudir (171).

2.2.2. Direkt Adeziv Restoratif Materyaller

Toplumsal biling diizeyinin giderek ylikselmesi sonucunda insanlarin
sagliklarina verdikleri 6nemin artmasi; bu hassasiyetin dis hekimligi alanina da
yansiyarak, hastalarin daha uzun 6miirlii, estetik ve fonksiyonel restorasyonlar
talep etmelerine sebep olmustur. Bu amagla gelistirilen dis renginde direkt
estetik restoratif materyaller silikat simanlar, akrilik rezinler, cam iyonomer
restoratifler ve kompozit rezinlerdir (104,172).

Akrilik rezin ve kompozitlerden 6nce silikat siman esash estetik dolgu
materyallerinin  kullamimi ile goézlenen olumsuzluklar kompozit rezinlerin
gelistirilmesine neden olmustur. ilk kez 1956 yilinda R.L. Bowen tarafindan dis
hekimligine sunulan kompozit rezinler, epoksi rezin ve eriyip birbiriyle kaynasmis
kuartz veya porselen partikdllerinin birlesimi sonucu elde edilmistir (173,174).

Adeziv dis hekimliginde Buonocore’un pirizlendiriimis mineye rezin
baglama calismalariyla attig1 temel sonrasinda materyaller ve teknikler biiyiik bir
hizla gelisme gostermislerdir (136). Gilinimizde estetik amagla kullanilan bu
restoratif materyaller kompozit rezinler, geleneksel cam iyonomer restoratifler

ve hibrit restoratif materyaller olarak l¢ grup altinda incelenebilir (170,175).

Kompozit Rezinler
Kompozit terimi birbiri icinde tamami ile ¢6ziinmeyen farkli yapi ve

ozellikteki iki veya daha fazla maddenin birlesimini ifade eder; bu birlesimin amaci
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iceriginde bulunan maddelerin tek basina tasimadiklari &zelliklere sahip bir
materyal gelistirebilmektir (170). Dis hekimliginde kullanilan kompozit rezinleri
olusturan iki bilesen; sert inorganik partikiiller ve bu partikiillerin dagildigi tasiyici
bir rezin matrikstir (124,176). Kompozit rezin dolgu maddesi organik polimer
matriks fazi (continuous phase), inorganik faz (dispersed phase) ve ara faz

(coupling agent) olmak lizere {i¢ ana bilesenden olusmaktadir (111,177).

Organik Polimer Matriks Fazi

Monomer sistem (monomer ve ko-monomerler), polimerizasyon
baslaticilar,  aktivatorler,  polimerizasyon inhibitérleri ~ve  ultraviyole
stabilizatorlerden olusur (178,179). Monomerler polimerize olmamis restoratif
materyalin akiskan 6zelliginden sorumludur (37). Siklikla kullanilan monomer Bis-
GMA’nIn yanisira, bu yapiya ¢ok benzeyen ve daha iyi baglanmaya neden olmakla
birlikte renk degisimine daha direncli olan UDMA (retilmistir. Bis-GMA ve
UDMA’nin yiiksek viskoziteleri nedeniyle alifatik bir monomer olan TEGDMA,
metil metakrilat (MMA) veya etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) gibi daha diistik
viskoziteye sahip komonomerler de kullaniimaktadir (104,180). Etoksile bisfenol A
dimetakrilat’in (EBPADMA) su emilimini azaltmak icin kullanildigi bilinmektedir
(35)-

Polimerizasyon reaksiyonunun ilk evresi olarak kabul edilmis serbest
radikallerin olusumuna yol acan maddeler, baslaticilar (initiator); polimerizasyon
reaksiyonunu hizlandiran maddeler de aktivatorler olarak adlandinlir. Ultraviyole
isikla baslatilan sistemlerde 1518in  etkisi ile harekete gecen kamforokinon
aktivator olarak ilave edilen alifatik aminle reaksiyona girerek serbest radikallerin
olusumunu saglar (170,176). Kompozit rezinlerin isi, 151k ve diger kimyasal yollarla
kendi kendine polimerize olmasini engellemek ve raf dmriinii uzatabilmek amaci
ile organik matriks icerisine eklenen %0,1 veya daha az 4-metoksifenol (PMP) ya da
2,4,6-tritersiyer biitilfenol (BHT) gibi fenol tiirevi materyaller ise polimerizasyon

inhibitorleridir (124,176).
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inorganik Faz

Rezinin dis dokusuna benzer niteliklere sahip olabilmesi icin polimer
Ozelliklerini tamamlayan bu faz, doldurucu partikiil olarak matriks icerisine
dagilmis farkli sekil ve boyutlarda kuartz (kristalin silika), borosilikat cam, lityum
aliminyum silikat, stronsiyum, baryum, ¢inko, yitriyum cam, baryum aliminyum
silikat icerir (104,176,177). Kompozit rezinler inorganik faza sahip olmalari nedeni
ile doldurucu icermeyen silikat ve akrilik restoratif materyallerden daha (stiin
fiziksel Ozellikler gosterirler (181). Glnimizde kullanilan rezin retoratif

materyaller doldurucu miktarlari ve boyutlari agisindan ¢esitlilik gostermektedir.

Ara Faz (Baglayici Faz)

Kompozit rezin 06zelliklerinin iyilestiriimesi ve kimyasal yapinin
devamliliginin saglanmasi i¢in, doldurucu partikiller ve rezin matriks arasinda
olusmasi gereken baglanma organik silisyum bilesigi olan silanlar (silikon ve
metan kelimelerinin birlesimi ile adlandirimistir) ile gerceklesir (37,176). Silanlar
iki fonksiyonlu molekdllerdir; organik matriksteki metakrilat grubu ile kovalent
baglar kurarken, doldurucu partikillerin ylizeyindeki hidroksil gruplarina
baglanirlar (104,176,177). Uygulanan silan tipi genellikle doldurucu icerigine
baghdir. Silorane esash kompozitlerde metakrilat yerine silan icindeki epoksi

gruplar kullanilmistir (111).

Kompozit Rezinlerin Siniflandiriimasi

Kompozit rezinler, icerikleri, doldurucu oranlar ve &zellikleri, matriks
fazlann  ve manipilasyonlari  dikkate alinarak ¢ok farkh  sekillerde
siniflandinlmuglardir.  Yaygin olarak kullanilanlar ise doldurucu icerigi, partikdl
boyutu ve ilave edilme sekline gére yapilan siniflamalardir. Kompozitler ayrica
matriks iceriklerine; polimerizasyon ydntemlerine veya doldurucu partikdl

boyutlarina gére siniflandirimaktadirlar (37,104,182).
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Partikil boyutlarina goére kompozit rezinler, megafil, makrofil, midifil,
mikrofil ve nanofil olarak siniflandiriimislardir. Makrofil kompozitlerden sonra
gelistirilen midifil kompozitler popiilerlik kazanmislar ve geleneksel kompozitler
olarak adlandiriimislardir. Sonrasinda uretilen 0,02-0,04 ym doldurucu icerigine
sahip  mikrofil kompozitler ise iyi polisajlanabilen kompozitler olarak da
adlandinlir.  Yuksek oranda doldurucu iceren mikrofil kompozitlerin
uygulanmasinda yasanan zorluklar nedeni ile bu materyallere, 2-5 ym boyutunda
partikiil karnisimlarin  eklenmesi sonucunda hibrit kompozitler iretilmeye
baslanmustir. Doldurucu partikdillerinin 0,1-1 pm araliginda oldugu kompozitler ise
mini-mikrohibrit olarak adlandinlmistir. Rezin matriks icerisine inorganik
dolduruculardan farkli olarak, onlar kadar gicli olmayan kristalin polimer
doldurucularin da eklenmesinin yanisira mikrofil ve hibrit kompozitlerde
mikrodoldurucu silika partikillerinin  kullanildigi da bilinmektedir. Posterior
kompozit restorasyonlarda cam insortler de (megadoldurucu) kullanilmaktadir
(37). Posterior dislerde uygulanan %86 doldurucu icerigine sahip, minimum 800
mW/cm? 1sik giicii ile 10 sn’de 4mm derinliginde polimerizasyonu saglanan ve
sadece translusent renge sahip olmasi ile bukalemun etkisi yarattigi diistiinilen ve
hacimce %1,7 polimerizasyon bizilmesi gosteren Quixfill (Dentsply, De Trey,
Almanya) dis hekimliginde uygulanmaya baslanmustir (183).

Doldurucu partikdl boyutu, dagilimi, morfolojisi ve monomer
teknolojisindeki ilerlemeler, 6zel manipulasyon sekillerine sahip kompozitlerin
gelistirilmesine neden olmustur. Sikistirilabilen (kondanse edilebilir) ve akiskan
kompozitler ise bu materyallere 6rnek olarak gelistirilmislerdir. Amalgam ve altin
alasimlarina alternatif olarak estetik restoratif materyallerin arka dislerde de
uygulanmasi amaci ile posterior, kondanse edilebilir ya da sikistirlabilir
kompozitler gelistirilmistir (184-186). Akia kompozit rezinler olarak da
adlandirilan akiskan kompozit rezinler 1995’te kullanima sunulmus ¢ogu mikrofil
kompozitlerden daha az doldurucu iceren ve bir bakima daha disiik vizkoziteli

hibrit kompozitler olarak da kabul edilen materyallerdir (104,135,187-189).
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Kompozit rezinlerin siniflandirnimalarindaki zorluk nedeni ile yapilan farkl
bir siniflandirmada ise kompozit rezinler i¢ gruba ayrilmislardir. Disiik
viskoziteye sahip akiskan rezinler light-body kompozit rezinler olarak
adlandirilirken, 6n ve arka grup dislerde kullanilabilen mikrofil, hibrit ve mikro
hibrit olan medium-body kompozit rezinler; kondanse edilebilir rezinler ise heavy-
body kompozit rezinler olarak gruplandinimistir (181). Kompozit rezin
teknolojisindeki gelismeler sonucunda her gecen giin farkh tirde glncel
materyaller dis hekimlerinin kullanimina sunulmaktadir. Bu materyaller

ormoserler, nanodolduruculu kompozitler ve siloranlar gibi gruplardir.

Nanodolduruculu Kompozitler

“Nano” kelimesi Yunanca kdkenli olup nanometre 10° m veya 10> pm’yi
ifade eden, ¢ok kiiclik boyutlarda bir 6l¢i birimidir (190). 1959’da Richard P
Feynman tarafindan ortaya atilan nanoteknoloji, 1990’larin basindan beri 6zellikle
tip ve dis hekimligi uygulamalarindaki temel bilimsel disiince haline gelmistir
(191). Nanoteknolonin dis hekimliginde kullaniimaya baslanmasi ile, rezin esasl
kompozitlerden sonra mikrofil kompozitlere benzer olarak yiliksek estetik
Ozelliklere sahip, hibrit kompozitlere benzer olarak ylksek asinma direnci ile
streslere karsi koyabilme glciinii beraberinde barindiran ve agiz icinde her alanda
kullanilabilen bir materyalin gelistirilmesi amaclanmistir (190,192-194). Cok farkli
boyutlarda partikil boyutlarina ve farkli doldurucu icerigine sahip nanohibrit
kompozitler ve standart boyutta (nano boyutta) partikiil iceren nanofil

kompozitler, nanokompozitler olarak adlandirilan materyallerin iki alt grubudur

(191).

Siloranlar

BisGMA, UDMA, TEGDMA, gibi ¢esitli metakrilat monomerlerden olusan
matriks yapiya sahip kompozit rezinler (2) basta polimerizasyon biiziilmesi olmak
tzere bir ¢ok Kklinik soruna neden olabilecek radikal zincir reaksiyonu ile

polimerize olurlar (7). Polimerizasyonun tam olarak gerceklesmemesi ile salinan
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monomerlerin lokal ve sistemik toksisite, pulpal reaksiyonlar, alerjik ve 6strojenik
etkilerini  iceren  biyolojik etkileri yapilan calismalarla  gosterilmistir
(30,111,195,196). Kompozit rezinlerde karsilasilan tim bu yetersizlikleri ortadan
kaldirmak; fiziksel ve mekanik 6zellikleri gelistirmek amaciyla yapilan calismalar
devam etmektedir (196,197). Bu gelismelerden en énemlisi yapisal olarak siloksan
ve oksiran iceren ve dimetakrilat monomerlerin serbest radikallerinin
polimerizasyonu yerine siloranlarin  halka acgilmasi  polimerizasyonunun
gerceklestirildigi hibrit monomer sistem olan siloran sistemlerin gelistirilmesidir
(3)-

“Siloran” terimi materyalin iceriginde bulunan siloksan ve oksiran
yapitaslarindan gelmektedir. Siloksanin materyale kazandirdigl hidrofobik
Ozellikleri agiz icinde kompozit rezinin uzun dénem fiziksel ve mekanik
dayanikliiginda etkilidir. Bununla birlikte siloranlar, hidrofobik yapilarindan dolayi
dis faktorlere bagl renklenmelere de daha az duyarlidirlar (198). Oksiran
monomerinin goésterdigi halka-agiimi ile ise disik polimerizasyon biziilmesi
6zelligini kazanmislardir (3,199-203). Siloran agj; sikloalifatik oksiran bileseninin
katyonik halka-a¢ihmli polimerizasyonu sonucunda olusur. Polimerizasyonlari
sirasinda "halka-acilmli" monomerler; acilarak duizlesir, birbirlerine dogru uzarlar
ve baglanirlar. Sonucta da metakrilat esash kompozitlere oranla belirgin sekilde
daha az biuiziilme gerceklesir ve polimerizasyon stresleri azalir. Farkh kimyasal
yaplya sahip oksiran fonksiyonlu silikon esasli monomer iceren siloranlar, disik
polimerizasyon buziilmesi gostermeleri nedeni ile metakrilatlara bir alternatif
olarak gosterilmislerdir (3,200,204). Siloranlarda izlenen bu katyonik halka-agilimli
reaksiyon oksijene duyarlidir ve deaktive olmus polimerizasyon baslatici radikaller
sebebi ile metakrilat esasli kompozitlerde gézlenen oksijen inhibisyon tabakasinin
dezavantajlarina sahip degildir (199,200). Lien ve dig. (201) bu materyallerin
fiziksel ~ Ozelliklerini  degerlendirdikleri  calismalarinda  metakrilat  esasli
kompozitlerle karsilastirdiklari siloran kompozitlerin dlsiik polimerizasyon
blzilmesinin yanisira, ortalama mekaniksel &zelliklere sahip olduklarini

vurgulamiglardir. Bu materyaller yiiksek buikilme ve kirilma dayanikhilig



34

gostermelerinin yanisira daha duisiik sikisma dayaniklihgr ve mikrosertlige sahip
bulunmustur. Siloranlarin sahip olduklari bu 6zelliklerin yanisira azalmis su
emilimi, ¢6zundrlik ve difiizyon katsayisi (198) sayesinde, geleneksel metakrilat
esasli kompozit rezinlerde sik rastlanan; kenar sizintisi, kenar renklenmesi,
sekonder clriik, mikrocatlak, debonding, kaspal gerilim, tiberkdl kirnigl, post-
operatif duyarllk gibi klinik sorunlarin gériilme olasigi buyik 6lctide azaltilmistir
(3,202,203).

Siloran kompozitlerin igeriginin metakrilat esasli kompozitlerden farkli
olmasi nedeni ile bu restoratiflerin dis dokularina daha iyi baglanmasi igin, farkl
bir adeziv sistem gelistirilmistir. Hidrofilik yapidaki ve metakrilat esasli olan
primeri ve hidrofobik silorani daha iyi i1slatmak ve baglanmak icin gelistirilmis
metakrilat yapida adezivi iceren iki basamakli bu adeziv sistem, siloranlarin
metakrilat esasli kompozitlere gore hidrofobik olmasindan dolayr hidrofilik dis
ylizeyi ve hidrofobik siloran maddesi arasinda baglanma saglar (3). Tipik bir iki
asamall self-etch adeziv sistemden farkli olarak; ilk asamada hidrofilik rezinin
uygulanmasinin ardindan hidrofilik dis yilizeyi ve hidrofobik materyal arasinda
baglanmayi saglayici hafif hidrofobik bir rezinin uygulanmasi asamasinin

gerceklestirildigi, 1sikla polimerizasyon gerektiren iki basamak icerir (205).

Cam iyonomer Restoratifler

Cam iyonomer restoratifler gelistirildikleri ddnemde “A”limino, “S”ilikat
tozu ve “P”oliakrilik “A”sit kelimelerinin basharflerinden olusan ASPA ile
adlandinlmistir. Bu materyaller, silikat cam tozunun dayanikhlik, sertlik ve florir
salimi 6zellikleri ile poliakrilik asit likitin adeziv 6zelliklerinin birlestirilmesi sonucu
elde edilmislerdir. Esas olarak cam, poliasit, tartarik asit ve su iceren bu
materyaller, fluoro-alumino-silikat cam toz ve poliasidin sulu soliisyonu arasindaki
asit-baz reaksiyonu ile sertlesen, su bazl bir materyal olarak tanimlanabilirler
(136,206). Asit-baz reaksiyonu ¢6ziinme, jelasyon ve sertlesme olmak tzere (g
asama ile gerceklesir. Toz ve likitin karistirlmasinin ardindan cam partikdl

ylizeylerinde bozunma sonrasinda metal (stronsiyum, kalsiyum, aliminyum vb.),
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flortir ve silisilik asit iyonlarinin salimi ile devam eden bu reaksiyonda, metal
iyonlart siman matriksini meydana getiren poliasit tuzunu olusturmak igin
karboksil gruplari (COO) ile iyonik reaksiyona girerler ve cam partikillerinin
ylzeyleri silika hidrojele dontsir. Reaksiyona girmeyen cam partikilleri ise
doldurucu gérevini Gstlenir. Klinik sertlesmenin birkag¢ dakikada gerceklesmesine
ragmen tamamen sertlesmesi icin birka¢ ay gecmesi gerekmektedir. Bu durum
aliminyum iyonlarinin yavas reaksiyonuna baglidir ve nem hassasiyetine neden
olur (136,207).

Cam iyonomer restoratiflerin mine ve dentine baglanma mekanizmasi tam
olarak kesinlesmemistir. Baglanma ile ilgili teorilerden biri poliasit molekdillerinin
dis yuzeyindeki kalsiyumla selasyon yapmasidir. Mineye baglanmanin daha iyi
olmasi, baglanmada kalsiyumun rolii oldugunun géstergesidir. Diger bir teori ise
dis yizeyindeki apatitlerin dis tabakalarinin asit varliginda ¢éziinmesi ile
aciklanmistir. Daha fazla apatitin ¢6ziinmesi ve cam iyonomerin sertlesme
reaksiyonunun tamamlanmasi ile birlikte ortam pH’si ylkselmeye baslar. Bu
durum apatitlerin yapisindan ¢6ziinmis olan kalsiyum fosfatin ve poliasit
kalsiyum tuzlarinin dis ylizeyine tekrar ¢okelmesi ile sonuclanir. Polisait zincirleri
ise ¢Okelme gozlenen tabakaya baglanma gosterir. Dentin dokusunda ise, cam
iyonomerin karboksilik asit gruplarn ile kollajenlerin reaktif gruplarn arasinda
hidrojen baglanmasi veya metalik iyon koéprileri ile iliskili baglanma olustugu
gozlenmistir (170) .

Cam iyonomer restoratiflerin dentin dokusuna daha iyi baglanmasini
saglayabilmek icin arastirmacilar, farkll yaklasimlarda bulunmuslardir. Bu
yaklasimlar, smear tabakasini uzaklastirmak veya modifiye etmekle 6zetlenebilir.
Sitrik asit soltsyonlari, “kavite temizleyicileri” olarak kullanilir ve smear tabakasini
uzaklastirir. Sitrik asit uygulamasi, dentin ylzeyinde demineralizasyona ve
baglanma icin gerekli kalsiyumun uzaklasmasina neden oldugu icin baglanma
dayaniklihginda degisiklik olusturmadigl, poliakrilik asit uygulamasinin ise
baglanma dayaniklliginda artisa neden oldugu belirtilmistir. Mekanizmasi tam

olarak bilinmemekle birlikte, smear tabakasinin ¢6ziinmesi ve sonrasinda
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cokelmesi ile 6zetlenmistir. Cam iyonomer restoratiflerin baglanma dayaniklihgini
arttirmada basvurulan bir diger yontem ise kalsiyum fosfat ya da kalsiyum siilfat
solisyonlarr uygulanarak dentinin mineral iceriginin arttirlmasidir (170).

Dis hekimligine sunulmalarindan bu yana cam iyonomerlerin gelistiriimesi
icin yapilan ¢alismalar devam etmektedir. 1980’li yillarin basinda Mc Lean ve
Simmons tarafindan gelistirilen sermet simanlar cam iyonomer siman tozu ile
altin veya giimis tozlarinin birlikte sinterize edilmesinden elde edilir. Asit baz
reaksiyonu ile sertlesen bu materyaller radyoopak 6zellik gostermelerinin yani
sira geleneksel cam iyonomerlere gére daha yiiksek aginma direncine ve daha iyi
mekanik 6zelliklere sahiptirler (104).

Cam iyonomer teknolojisinde izlenen degisikliklerin en dnemlisi geleneksel
“su esasl (bazli)” cam iyonomerlere 1990’larin basinda suda ¢6ziinebilen rezin
eklenmesi ile 1sikla polimerize edilen “rezin modifiye” cam iyonomer
restoratiflerin gelistirilmesidir (136,206,208,209). Bu amacla dis hekimlerinin
kullanimina sunulan ilk materyal glinimizde Vitrebond olarak adlandirilan
Vitrabond’dur (3M/ESPE, St Paul, ABD ). Rezin modifiye cam iyonomerler “rezin
iyonomer”, “resinomer”, ‘“hibrit iyonomer” ve “sikla sertlestirilen cam
iyonomer” olarak adlandirilir (210).

Cam iyonomer restoratiflerle ilgili en pratik siniflandirma klinik
uygulamalarina goére vyapilan siniflamadir (136,211). Tip | cam iyonomerler
yapistirici simanlardir, restoratif olarak uygulanan tip Il cam iyonomerler ise iki alt
grupta degerlendirilir. Birinci grupta estetik simanlar (geleneksel ve rezin
modifiye cam iyonomerler olabilir), ikinci grupta ise gtliclendirilmis (asinmaya
daha dayanikl) cam iyonomerlerdir. Tip Ill cam iyonomerler ise disik viskozitesi
ve hizli sertlesme reaksiyonu nedeni ile kavite taban maddesi, liner, fisstr ortiict
olarak kullanilan materyallerdir. 1990’larin ortalarinda ise yliksek toz-likit oranina
sahip geleneksel cam iyonomer restoratifler “kondanse edilebilir” veya “yiiksek

viskozitede” olmak Gzere kullanima sunulmustur (136).
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Geleneksel Cam iyonomer Restoratifler

Cam iyonomerler Wilson ve Kent tarafindan 1970 yilinda gelistirilmis, 1977
yilinda ise Mclean ve Wilson tarafindan ilk kez tantilmistir. Orticiilik 6zelligi,
floriir salimi ile saglanan karyostatik etkisi, rezin esasli dolgu materyallerinin
altinda kuvvet kirici olarak rol oynamasi cam iyonomerlerin uzun yillardir basariyla
kullanimini saglamistir (136,212). Cam iyonomer simanlarin &zellikleri kimyasal
icerigine, toz icinde dagilan partikil biyiklGgline ve yapisina, molekiler agirligina
ve likidi olusturan poliasidin konsantrasyonuna baglidir (213).

Cam iyonomerlerin daha yeni bir jenerasyonu olarak gelistirilen, hizh
sertlesen ve ylksek dayanikhliga sahip olarak nitelendirilen materyaller
glclendirilmis cam iyonomer simanlardir. Bu materyallere 6rnek olarak Ketac
Molar (3M/Espe, Seefeld, Almanya), Chemflex ve Chemfil Rock (Dentsply De Trey,
Kanstanz, Almanya), ionofil Molar (Voco, Cuxhaven, Almanya) ve Fuji IX GP Extra
GP, (GG, Tokyo, Japan) olarak verilebilir (136). Gelistirilmis erken fiziksel 6zellikleri
ve ¢Oziinmeye karsi arttinlmis dayanikliliklart (geleneksel cam iyonomerlerle
kiyaslandiginda) tretici firmalar tarafindan belirtilmektedir. Bu gelisim matriks
icindeki cam partikillerin boyutlarinin kiiciltilmesi ve bu sekilde cam ve
poliakrilik asit reaksiyonunun daha hizli bir hale getirilmesidir. Estetik ve
kondanse edilebilir cam iyonomer olan Fuji IX GP Extra ve nanodolduruculu yiizey
Ortlicti G Coat Plus (GC, Tokyo, Japan) kombinasyonu olan EQUIA (GC, Tokyo,
Japan) geleneksel cam iyonomerlere oranla daha estetik ve dayanikl olarak
Uretilen bir materyaldir. Geleneksel cam iyonomerlerin avantajlarina sahip bu
materyal Gzerine uygulanan vernik, 6zel adeziv monomerleri aracihgr ile cam
iyonomere kimyasal olarak baglanabilmektedir. EQUIA’nin ilk parcasi olan Fuji IX
GP Extra translusensi 6zelligi ile bu materyale geleneksel cam iyonomer lerden
daha estetik bir 6zellik kazandirirken ikinci parcasi G Coat Plus sadece asinmaya
karst dayanikhliginin artmasina neden olmamis daha parlak ve estetik bir
gorinim kazandirmis ve uzun dénemde olusacak renklenmelerin daha az

gbzlenmesine neden olmustur (214).
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Hibrit Restoratif Materyaller

Dis renginde restoratif materyallerden kompozit rezinler ve geleneksel
cam iyonomer restoratiflerin hicbirinin tek basina tim dental uygulamalar igin
uygun olmadig gorisi ve sinirli uygulama alanlarina sahip olmalar; bu iki grup
materyalin avantajlarina sahip bir ‘“hibrit” materyal gelistiriimesine neden
olmustur. Cam iyonomer kimyasi ve iyi bilinen rezin kimyasinin birlestirilmesi
Uzerine vyapilan calismalarla rezin modifiye cam iyonomerler ve modifiye

kompozit rezinler dis hekimligine sunulmustur (170,215).

Rezin Modifiye Cam iyonomer Restoratifler

Geleneksel cam iyonomerlerin fiziksel 6zelliklerini gelistirmek amaci ile
materyale rezin ilave ederek, rezin modifiye cam iyonomer simanlar uretilmistir
(170). Temel mekanizma, bu materyallerin iceriginde bulunan su yerine su/HEMA
karisimi ilave edilmesidir (211). Polimerize edilmeden o6nce toz ve likitin
karnistirildigr bu materyallerde toz esas olarak iyon salabilen camdan olusurken
likit dort ana bilesenden olusur. Bu bilesenler polimerizasyonu saglayan
metakrilat rezin, asit baz reaksiyonunu gerceklestiren iyon salabilen camla
reaksiyona giren poliasit, polimerizasyonda rol oynayan hidrofilik metakrilat
HEMA ve asit-baz reaksiyonunun baslamasindan sorumlu asit iceriginin
iyonizasyonunu saglayan sudur. Diger minér bilesenler ise polimerizasyon
aktivatorleri ve stabilizatorlerdir (170). Sertlesme, cam iyonomerlerin bilinen asit
baz reaksiyonu ve HEMA’nin polimerizasyonu ile gerceklesmektedir (104). Rezin
modifiye cam iyonomerler daha uzun calisma siiresine olanak saglamasi, isikla
sertlesmesi ve materyalin ylzeyinde hizli bir sertlesme olmasi nedeni ile
geleneksel cam iyonomerlere gore daha avantajlidirlar (216). Sertlesme sirasinda
daha fazla polimerizasyon biiziilmesi gdstermesi, bunun sonucunda gézlenen
mikrosizinti, daha zayif adezyon, daha az florir salimi egiliminde olmasi
geleneksel cam iyonomerlere goére dezavantajlarini olusturmaktadir (217). Bazi
rezin modifiye cam iyonomerler, serbest poliasit gruplarinin mineral icerigi ile

iliskiye girmesi sonucu uygulandiklari dis ylizeyine geleneksel cam iyonomerlere
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benzer mekanizma ile baglanma gosterirler. Baglanma dayaniklihigr mine ve
dentine asit uygulanmasi ile arttirilabilirken, bir cok Uretici smear tabakanin
uzaklastiriimasi icin poliakrilik asit kullanimini 6nermektedir. Farkh dreticiler ise
metakrillenmis poliasit iceren primerlerin kullanimini 6nermektedir (170).

0,1-100 nm boyutlarinda partikiilleri iceren yapilarin ve materyallerin
gelistiriimesi sonucunda, bir ¢ok alanda kullanilan nanoteknoloji ile
gelistiriimesine olanak saglanan nanoionomer Ketac N100 (3M-ESPE, Seefeld,
Almanya) st disleri ve anterior dislerin restorasyonunda siklikla kullaniimaya
baslanan rezin modifiye cam iyonomer restoratiftir. Isikla sertlesen bu
nanoiyonomerin iceriginde bulunan nanodoldurucular ile materyalin mekanik
Ozellikleri gelistirilmistir. Yapilan calismalarda bu materyalin asit ile temasi
sonrasinda ¢urik inhibisyon alani olusturdugu gosterilmistir (218). Ketac N 100
nanoteknolojinin  kullanildigr ilk cam iyonomerdir. Cam iyonomerlerin
avantajlarina sahip olmasinin yanisira, bu materyallerin yeni bir kategorisinde
“nanoiyonomer”  olarak tanimlanmaktadir. Bu materyalin  teknolojisi
floroalimiinosilikat teknolojisi ve Filtek Supreme Universal (3M-ESPE, Seefeld,
Almanya) restoratif icin gelistirilen nanoteknolojiyi  birlestirmistir. Bu
kombinasyon, asinma ve polisajlanabilirlik 6zelliklerinin gelistirilmesini saglamis,
dayaniklilik, optik 6zellikleri ve asinma direnci tzerinde etkili olmustur. Nano
boyutta partikiiller ve nanokiimeciklerin floroaliminosilikat ile kullaniimasi,
estetik 6zellikleri ve floriir sahimi gibi 6zellikleri tizerinde etkilidir (219). Bis-GMA,
TEGDMA, Polietilen glikol dimetakrilat (PEGDMA) ve HEMA icerir ve isikla
polimerize edilmesinin yanisira, en 6nemli  farkhli§i Ggcte ikisini olusturan

doldurucu icerigidir (220).

2.3. Adeziv Restoratif Sistemlerde Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, bir biyomateryalin canli dokularla temas halinde iken
vicudun yumusak ve sert dokularinda, lokal veya sistemik toksisite, aleriji,
mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi “doku reaksiyonlar” olusturmamasi (15) ya

da uygun cevabi olusturmasi olarak tanimlanir (111,217). Genel olarak bir
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materyalin biyouyumlulugu, materyalin allerjenitesi, sitotoksisitesi,
genotoksisitesi, olusturdugu sistemik cevaplar ve karsinojenik o6zellikleri ile
degerlendirilmektedir (10,221).

Dis hekimligi alaninda kullanilan materyallerden alerjik 6zellige sahip
olanlar “birincil alerjen”, bir bilesikle baslayan alerjik reaksiyonun bir ya da daha
fazla bilesikle devam etmesi ile karakterize capraz reaksiyon potansiyeli bulunan
materyaller ise “ikincil alerjen” olarak adlandirilirlar (222,223). Alman Saglik
Kurumu’na bagli bir yayinda alerjenler ¢ grupta degerlendirilmistir (224). A grubu
alerjenler 6nemli alerjenler, B grubu alerjenler insanlardaki stipheli alerjenler, C
grubu alerjenler ise 6nemsiz alerjenler olarak smiflandinimislardir. Bisfenol A
diglisidil eter (BADGE), belirli metakrilatlar, formaldehit ve gluteraldehit, A grubu
alerjenler icinde kabul edilirler (111). Dis hekimliginde kullanilan monomerlerin
genellikle ¢apraz reaksiyon potansiyellerinin bulundugu ve bu materyallerle
temas halindeki bireylerde (dis hekimi, yardimci personel) alerjik kontak dermatit
veya irritan kontak dermatit gibi “alerjik kdkenli asiri duyarlilik” (hipersensitivite)
olgularina rastlandigr bildirilmistir (222,223). Alerjik reaksiyonlar ise Tip I, I, Ill ve
IV olmak tizere dort sekilde siniflandinlirlar. Tip | reaksiyonlar anafilaktik ve gecici
reaksiyonlar, Tip Il reaksiyonlar sitotoksik reaksiyonlar, Tip 1l reaksiyonlar immun
kompleks olusumu ile karakterize reaksiyonlar, Tip IV reaksiyonlar ise gecikmis
reaksiyonlardir (111). Biyouyumluluk degerlendirmeleri ile ilgili tanimlamalar
yapilirken; sitotoksisitenin hticrenin temel organellerinde kimyasal etkenlerin
olusturdugu yikim olarak tanimlanmasinin yanisira (225), genlerde DNA (deoksi
ribo niikleik asit) molekdilleri ile toksik ajanlarin etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan
durum “genotoksisite” olarak adlandirilir (226). Bu genetik hasarin sonraki nesile
aktariimasi, programlanmis hiicre 6limi (apoptozis) ile engellenebilir. Genetik
hasarin gelecek nesillere aktarilmasi olarak tamimlanan mutajenite ise hicre
cekirdegini etkileyen ve genellikle DNA (zerinde mutasyon gibi kalici nitelikte
degisiklikler olusturan durum olarak kabul edilir (111,227). Restoratif
materyallerden salinan monomerlerden bazilari, kéti huylu tiimoral olusumlara

ya da baska bir deyisle karsinojenik etkiye neden olabilir. Karsinojenite, in vivo
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olarak kanser olusturma vyetenegidir. Mutajenite ise materyallerin olasi
karsinojenik etkisinin belirteci olarak kabul edilir (111). Mutajenlerin karsinojen
olup olamayacaklari gibi karsinojenler de mutajen olabilirler ya da degildirler
(228).

Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin ¢6zinurligl veya korozyon
nedeni ile salinan bilesenleri ile iliskilidir (111). Yapilan calismalarla rezin restoratif
materyallerden salinan monomerler ile bu monomerlerin sitotoksik, genotoksik,
mutajenik veya dstrojenik etkileri ve pulpal inflamasyon olusturma potansiyelleri
belirtilmistir (9,11,229,230). Bakteriyel metabolizma Grinleri, su, enzimler, polar
ve non polar ¢6ziciler gibi kimyasal faktérler, bilesiklerin salimini arttirmaktadir.
Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu [Food Drug Administration (FDA)], agiz ortamu ile
kisa sireli temasta bulunan 6l¢li maddesi ya da restoratif materyaller gibi uzun
dénem kullanilan materyallerin olusturabilecegi yan etkileri g6z 6ninde
bulundurarak yapilan cesitli testler sonucunda kullanim onayi vermektedir (231).

Yetersiz su sogutmasi altinda uygulanan kavite preparasyonu ve restoratif
materyaller, pulpal hasardan sorumlu olabilirler. Restoratif materyallerin direkt
toksik etkileri disinda kavite duvarindaki mikrobiyal kolonizasyona bagli bakteriyel
toksinlerin etkisi (indirekt etki), adeziv restoratif sistemlerle iliskili doku
reaksiyonlarinin bir sebebinin de bakteriler oldugunu kanitlayabilir. Bu nedenle
restoratif sistemlerin bakteri ¢ogalmasi lizerine etkileri arastiriimis ve kompozit
rezin ve yapistiricc kompozitlerin ciriik olusumunda etken olan Streptococcus
mutans’larin Gremesini artirdig1 gézlenmistir (111). Hansel ve dig. (232) monomer
(Bis-GMA, UDMA) ve komonomerlerin (TEGDMA, EGDMA) curikle iliskili
mikroorganizmalar Uzerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
monomerlerin  ¢ok az etkili oldugunu veya etkilerinin bulunmadigni,
komonomerlerin ise bakteriyel ¢ogalmay arttirdigini gézlemlemiglerdir. Adeziv
restoratif sistemlerden salinan komonomerlerin, monomerlerden daha yuksek
konsantrasyonlarda gozlenmesi nedeni ile bu restoratif materyallerle iliskili
bakteriyel ¢cogalmanin olasiligl disinitlmektedir. Modern rezin kompozitler su

emilimi, su ile genlesme ve dis renklenmeler gibi dezavantajlarinin elimine
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edilmesi amaci ile nispeten hidrofobik monomerler icermektedir. Bu durumun
klinik olarak bakteri tutunmasini kolaylastirdigr da bilinmektedir. Yizeydeki

negatif elektrik potansiyelinin mikrobiyal tutunmay azalttig varsayilmaktadir

(111).

2.3.1. Adeziv Restoratif Sistemlerin Biyouyumluluktan Sorumlu Monomer icerigi
ve Analiz Yontemleri (Kromatografi)
Rezin esasli dental materyaller; c¢ogunlugu Bis-GMA veya UDMA ‘dan
AN

olusan “organik polimer matriks fazi”, “inorganik faz” ile, bu iki fazi birbirine

baglayan “ara faz” dan olusur (124).

Bis-GMA

512 g/mol molekiler agiriga sahip (111) Bis-GMA, Bowen tarafindan dis
hekimliginde kullanilan ilk multifonksiyonel (birden fazla c¢ift bag iceren)
metakrilatlardan biridir. Nem varliginin epoksi rezinlerin polimerizasyonunu
engellemesi sonucunda Bowen’in bu materyalin sonuna metilmetakrilat grubu
eklemesi ile Bowen’in rezini ya da Bis-GMA adi ile gelistirilmistir (174). Molekiilde
sertligi saglayan iki fenil grubu ile molekiiller arasi hidrojen baglantisini olusturan
hidroksil grubunun yer almasi sonucunda asirt vizkdz bir kivam kazanmistir
(233,234). Bis-GMA’ da epoksi rezindeki epoksi gruplarinin yerine metakrilat
gruplarn bulunmaktadir ve bunun sonucunda agiz ortaminda daha c¢abuk
polimerize olabilmektedir (124,174). Sert bir yapiya sahip (124) bu monomer,
hidrofobik (235) olmasi nedeni ile rezinlerin higroskopik genlesmesini de
azaltmaktadir (124). Yiksek viskozitesi nedeni ile seyreltildigi durumlarda
polimerizasyon bizilmesinin artmasina, fazla miktarda bulundugunda ise,
polimerizasyon sirasinda hizli sertlesmesi ve hareketsiz kalmasi sonucu
polimerizasyon derecesinde dislise neden olmaktadir.

Onceleri bisfenol-A (BPA) ve glisidilmetakrilattan sonralari ise bisfenol-
A’nin diglisil eteri ile metakrilik asit bilesiminden elde edilen Bis-GMA siklikla

kullanilan biytk bir monomerdir (104,180) (236). Dis hekimliginde, adeziv
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restoratif sistemler genellikle saf halde BPA degil BPA tiirevlerini icerirler yani
BPA matriks monomerlerinin sentezinde kullanilir. (236). Bu tiirevler kimyasal
olarak ya da isikla polimerize edildiklerinde kati hale gecen sivi monomerlerdir.
BPA bu rezinlerin icinde bir artik olarak gozlenebilir fakat formdilasyonuna
eklenemez; bunun nedeni ise tikirlkteki nem sebebi ile iki ug hidroksil
gruplarinin hidrolizi sonucunda polimerizasyonunun inhibe olmasidir. Bis-GMA,
BPA dimetakrilat (Bis-DMA), BADGE ve BPA etoksile dimetakrilat (Bis-EMA),
sikhkla kullanilan BPA tiirevi monomerlerdir (237). BPA bir fisslir ortliciiniin
ekstraktinda ve bir kompozit rezinle temasta olan tikirik &rneginde
saptanmistir  (238). Bu bulgular bazi arastirmacilar (239,240) tarafindan
calismanin metodolojisine baglanirken; Wada ve dig. (241) 24 farkh kompozit
rezini degerlendirdikleri ¢alismalarinda BPA’ya rastlamamislardir. icerisinde BPA
saptanmamis 6 ekstraktin Ostreojenik etkisi gdézlenmis; bu etkiye ise bir
baslaticinin [2,2-dimetoksifenilasetofenon (DMPA)] ya da UV stabilizat6riinln [2-
hidroksi-4-metoksibenzofenon (HMBP)] neden olabilecegi belirtilmistir (241). Az
miktarda BPA ise UDMA ve Bis-GMA esasl iki materyalde belirlenmistir (242).
Bazi kimyasallarin ilgili hicrelerin &strojen reseptérlerine baglanarak &strojen
benzeri biyolojik reaksiyonlar olusturduklart bilinmektedir (111). Yapilan
calhismalarda BPA ve Bis-DMA’nin  dis hekimliginde kullanilan restoratif
materyallerde &strojeniteden sorumlu oldugu ve tikirdk icine salindigl
gozlenmistir (238,239).  Bazi arastirmacilar, tikirigin enzimatik aktivitesi,
esterazlar, yliksek pH ve tikirik birikiminin dimetakrilat tdrlerinin hidrolizine
neden olabilmesi ile Bis-GMA’nin, BPA icin kaynak olusturdugunu belirtmekte ve
Bis-GMA’nin bu nedenle BPA’nin neden oldugu reaksiyonlarin sebebi olarak
Ostrojenik bilesikler sinifinda degerlendirmektedirler (225,238). Bis-DMA’nin
BPA’ya hidrolize oldugu fakat Bis-GMA’nin kimyasal yapisinin, ester zincirlerinin
hidrolizine engel olarak bdyle bir reaksiyonu engelledigi bildirilmistir (237). Bis-
GMA, BissDMA ve BPA gibi bilesikler ksenod6strojenler icerebildigi;
ksenodstrojenlerin ise, yapisal olarak 6strojene benzemeseler de bu dogal steroid

hormonunun etkilerini taklit edebilme yeteneklerinin oldugu ve karsinojenik
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potansiyellerinin bulundugu disinilmektedir (174,243). Fakat yapilan farkl bir
cok in vitro degerlendirmede (26,239) ise Bis-GMA’nin &strojen benzeri bir etki
gostermedigi gibi bozunma tiriinii olan bis-(2,3-dihidroksipropil)eter’in de (BADPE-
40H) bdyle bir etkiye sahip olmadigi vurgulanmistir (244).

0,02 ve 0,6 mM gibi diisiik konsantrasyonlarda Bis-GMA’nin, materyallerin
insan genlerinde mutajenik etkilerini dlcmede kullanilan DNA-sentezi inhibisyon
(DNA-synthesis inhibition test) testinde pozitif cevap verdigi bilinmektedir (245).
Bis-GMA’nin ayrica insan diseti fibroblast hiicrelerinde apoptotik hiicre élimiine
ve glutation konsantrasyonuna etki ettigi de bildirilmistir (246). Fare fibroblastlar
Uzerinde yapilan bir arastirmada, Bis-GMA karsilastirildigr UDMA, TEGDMA ve
HEMA’dan daha sitotoksik olarak gézlenmistir (31).

UDMA

Rezin sistemlerin mekanik 6zelliklerini arttiran (124) ve 1974’te Foster ve
Walter tarafindan gelistirilen (247) UDMA baglanmay! giiclendirir ve materyalin
renk degisikliklerinden daha az etkilenmesine sebep olur (232). 470 g/mol
molekiiler agirhga sahip olan (111), disik viskozitesi, esnekligi ve hareketliligi
nedeni ile adeziv restoratif materyallerin iceriginde siklikla bulunan (248) bu
monomer, Uretan zincirleri dolayisi ile sahip oldugu elastisite sonucunda yiiksek
sertlige ulasmasi ve artmis doldurucu igerigine olanak saglamasi dolayisi ile Bis-
GMA’ya alternatif olarak kullaniimaktadir (249). Sitotoksik etkisinin yanisira,
diisiik konsantrasyonlarda cesitli hiicrelerde farklilagsmaya yol actig1 gézlenmistir.
TEGDMA ve HEMA'’ya benzer sekilde UDMA, insan pulpa hiicrelerinin odontoblast
hiicrelerine dénisimine neden olur (250). UDMA’nin ayrica immin sistem
hiicrelerini aktive ettigi de bilinmektedir (251). Schweikl ve dig., bazi 6rneklerinde
DNA inhibiyon testi sonucunda Bis-GMA’ya bagli DNA hasan tesbit ettikleri
calismalarinda; insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik oldugu gézlenen UDMA
(226) ve Bis-GMA’nin gen mutasyonuna etkisi olmadigini bildirmislerdir (245).
Dental materyallerden salinan UDMA’nin insan diseti fibroblast hiicrelerinde

nekroz olusturabilecek toksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (252). Bir cok in
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vitro ¢alismada ise UDMA’nin hiicre élimiine neden oldugu fakat sitotoksik etki
mekanizmasinin tam olarak bilinmedigi belirtilmektedir (253,254).

TEGDMA

286 g/mol molekdler agirliga sahip (111) TEGDMA , eter baglari sebebiyle
esnek bir 6zellige sahip olmasi sonucunda asir vizkdz olan Bis-GMA ve UDMA’ya
karsi vizkoziteyi azaltmak icin kullanilan diliie edici bir monomerdir (104,124) .
Rezin igerisine daha fazla doldurucu eklenmesine izin vererek, polimerize olan
materyalin sertligini arttiran bu monomerin insan fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkileri, son yillarda inceleme konusu olmustur (245,255). Kompozit
rezinlerde en fazla salim goésteren monomer oldugu belirtilen (232,256)
TEGDMA’nin doza bagl olarak memeli hiicrelerinde mutajenik etki gosterdigi ve
V79  (Chinese, Hamster akciger hiicreleri) hicrelerinde  subtoksik
konsantrasyonlarda kismen mutajenik oldugu bildirilmistir (232,257). Farkh
calismalarda ise memeli hiicre kiiltirlerinde gézlenen gen mutasyon frekansinin
TEGDMA ile 10 kat arttigi ve mikronukleus olusumunun gézlendigi belirtilmistir
(226,258). TEGDMA’nIn Lactobacillus acidophilus ve Streptococcus sobrinus gibi
karyojenik mikroorganizmalarin ¢ogalmasini arttirdigi da gozlenmistir (232).
HEMA ve TEGDMA’nin dentin tilbillerinden gecip pulpaya ulasan
konsantrasyonlarinin toksik etki olusturabilecek diizeyde oldugu vurgulanmistir
(259). insan lenfosit hiicreleriyle gerceklestirilen baska bir calismada ise TEGDMA
ve UDMA’In DNA gdciine bagli olarak genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir

(227).

HEMA

Hidrolize oldugunda metakrilik asit ve etilenglikol olusumunun gézlendigi
(260) 130 g/mol molekil agirhgina sahip (111) HEMA, hidrofilik 6zellige sahip
bircok adeziv sistem icinde, viskoziteyi azaltabilmek ve rezin materyalin dentine
baglanmasini arttirmak icin kullanilan bir komonomerdir (6). Metakrilat esasli
monomerlerin, asit uygulamasi sonrasinda dentine penetrasyonunu ve

diffizyonunu arttiran (261) HEMA, su ve aseton icinde yiksek c¢ozlnirlige
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sahiptir (66,70,261). HEMA, dentinin su icerigi nedeni ile dentin tibdllerinden
diffize olur ve kollajen lifler etrafindaki suyla yer degistirir (70,261). Bu
monomerin difizyonunun, asit uygulanmis dokularda daha yulksek oldugu
gozlenmistir (262,263). HEMA’nin, TEGDMA, Bis-GMA, UDMA gibi monomerlerle
birlikte kullanildigi durumlarda ise bitin kansim icin yeterli hidrofilik 6zelligi
saglayarak bu molekiillerin difiizyonunu arttirdigi belirtilmistir (264).

insan diseti fibroblast hiicrelerindeki mutajenik etkisinin (265) yanisira
lenfosit hiicrelerinde DNA gdcline (20) ve apoptozise (266) sebep olan HEMA,
hiicre kiltiiri ve hayvan calismalarinda da sitotoksik etki gdstermistir (70,267-
270). Farkli calismalarda ise HEMA’nin rezin modifiye cam iyonomer
restoratiflerde ve poliasit modifiye kompozit rezinlerde direkt olarak su icerisine
ve dentine salindigi ve (271) hastalarda pulpal cevabin olusmasindan sorumlu
oldugu bildirilmistir (70). Hiicre 6limini ve apoptozisini tetikledigi disiinilen
(272) bu monomerin gen mutasyonuna sebep olmadigl (245), ancak yiksek
konsantrasyonlarda kromozal bozukluklar olusturdugu gézlenmistir (258).

Falconi ve dig. disik konsantasyonlarda HEMA’nin insan gingival
fibroblast hiicrelerindeki toksik etkisini degerlendirdikleri calismalarinda bu
monomerin hiicre dlimiinde etken olmadigini fakat fibroblast hiicrelerinin yilizey
morfolojisinde modifikasyonlar, ve tip | kollajen miktarinda azalma gibi hicre
6liminden sorumlu etkilere neden oldugunu géstermislerdir (273).

Monomerler icinde daha disik toksik etkiye sahip olan HEMA’nin
konsantrasyonu artan dentin kalinlig ile azalmaktadir. Bircok monomeri
binyesinde bulunduran sistemlerde HEMA icinde ¢6zlinebilen ya da HEMA ile
birlikte tasinabilen diger monomerlerin, sitotoksik etkiyi arttirabilecegi
bilinmektedir (70). Bjorkner ve dig.’nin (274) HEMA icerikli olan metakrilatlarin
domuzlarda alerjik reaksiyonlari tetikleyici etkisi oldugunu ifade etmelerinin yani
sira Katsuno ve dig. (275) dentin primerlerin biyolojik etkilerini arastirdiklari
calismalarinda, HEMA iceren iki dentin primerin domuzlarda “gecikmis asiri

duyarlilik” reaksiyonuna sebep oldugunu géstermislerdir. Baska bir calismada Bis-
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GMA’nin HEMA’dan 100 kat daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu da
bildirilmistir (228).

BPA iceren BADGE ise dengeleyici bilesik olarak kullanilir (179). Farkl
sistemlerdeki &strojenik etkisi bilinen bu monomerin, DNA ile temasa gecerek
mutasyona sebep oldugu bildirilmistir (225). V79 hiicrelerinde DNA yapisinin
bozulmasi ile klastojenik aktiviteye sebep olduklari gésterilen (258) MMA’ya karsi
olusan alerjik reaksiyonlar ise bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (276,277).

Genel olarak 6nemli rezin monomerlerin sitotoksik etkilerine gére
siralamasi yiiksekten disige dogru Bis-GMA, UDMA, TEGDMA,HEMA ve MMA
olarak belirtilmistir. Bununla birlikte rezin materyaller icinde en ylksek salimin

TEGDMA icin gozlendigi de bilinmektedir (278).

Reaksiyona Girmemis Artik Monomer

Metakrilat esasli kompozitler radikal zincir polimerizasyonu olarak
adlandinlan, monomerlerin metakrilat kisimlarindaki cift baglarinin agilmasi ile
karakterize reaksiyonlar sonucu polimerize olurken; siloranlarda epoksi
zincirlerinin agilarak eter baglar olusturdugu katyonik polimerizasyon gerceklesir
(111). Metakrilat esasli kompozitlerde karbon cift baglarinin reaksiyona girerek
polimer zincirinde yer aldigl polimerizasyon siirecinde; materyal icindeki
reaksiyona girmemis monomer miktarinin reaksiyonun baslangicina goére
azalmasi, artmis viskozite sebebi ile monomerlerin hareketliligini kaybederek
polimerizasyon alanlarina difizyonunun yavaslamasina bagh olarak monomer-
polimer déniisimu yavaslamakta ve bir miktar monomer, reaksiyona katilamayip
“artik monomer” olarak kalabilmektedir (279). Karbon c¢ift baglarinin (C=C)
karbon tek baglarina (C-C) doniisme orani konversiyon ya da polimerizasyon
derecesi olarak adlandirilir (111,280). Konversiyon derecesinin; distk oldugu
durumlarda yiiksek gecirgenlik (281) ve su emiliminin yanisira (282) daha fazla
monomer salimi s6z konusudur (242,283). Bu nedenle konversiyon derecesinin
yliksek olmasi gerekliligi vurgulanir (284). Farkli arastirmacilar tarafindan

monomer polimer dontsiminin cift bag orani olarak adlandirilan (283) bu
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tanimlamanin, materyalin monomer ve doldurucu icerigine, 1s18a duyarli
baslaticilarin ve inhibitérlerin tiir ve oranlarina, 1sigin dalga boyu, yogunlugu ve
uygulama siresine, ortam isisina ve oksijen varligl gibi birtakim faktérlere bagh
oldugu ifade edilmektedir (280). Klinik olarak adeziv sistemlerden ve kompozit
rezinlerden salinan monomerlerin dentin dokusundan pulpaya ya da
restorasyondan oral kaviteye ulastigl bilinmektedir. Adeziv sistemler daha
hidrofilik ve disik molekdler agirlikli monomer iceriklerinden dolayi olas toksik
etkileri bakimindan rezin kompozitlerden daha ¢ok 6nem verilmesi gerekli
materyallerdir (283). Kaga ve dig. calismalarinda kullandiklari adeziv sistemlerden
salinan monomer miktarinin toplam adeziv agirhiginin %1,5-2,5’'u oldugunu
bildirmislerdir (264). Rezin restoratif materyaller icindeki monomer-polimer
donisimi miktarinin (reaksiyona giren monomer ¢ift baglarinin yiizdesi) Bis-
GMA iceren materyallerde %55-75 (234) Bis-GMA ve TEGDMA iceren
restoratiflerde %25-60, UDMA,TEGDMA ve Bis-GMA iceren materyallerde ise %60-
70 olarak gézlenmistir (285,286).

Oksijenle reaksiyona girmeye daha egilimli olan serbest radikaller, oda
sicakliginda oksijenle birlikte reaktif olmayan peroksi radikalleri olustururlar.
Oksijene temas eden ylizeylerde polimerizasyon gerceklesmemesi nedeni ile
monomerler reaksiyona giremez. Polimerizasyonun oksijen tarafindan
inhibisyonu olarak bilinen bu olayda ylizeyde olusan tabakaya oksijen inhibisyon
tabakasi adi verilmektedir (111,287). Polimerizasyon derecesinin, ylizeydeki bu
oksijenle inhibe olmus tabakada %35’ e kadar distigl gézlenmistir (288). Artik
monomer salimmin gerceklestigi bilinen bu tabakanin uzaklastinlmasinin
gerektigi dusunilmektedir. Monomer saliminin bu tabakanin disinda, zamana
bagl olarak materyalin ylzeyinde ve icyapisinda olusan bozunmalar ile de
gerceklestigi bilinmektedir (289). Reaksiyona girmemis artik monomer taniminin
konversiyon derecesinden farklh oldugu ve monomerlerin rezin materyallerden
cesitli ekstrakt ortamlarinda salinan miktarn olarak tanimlandigi bilinmektedir
(111). Ferracane (288) konversiyon derecesi ile monomer salimi arasindaki iliskiyi

ekstrakt soltisyonu olarak su kullanildiginda daha distik gbzlemlerken, bu iligkinin
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etanol-su karisimi ile daha ytiksek oldugu belirtilmistir. Matriks icinde dagilmis
halde bulunan reaksiyona girmemis artik monomer salimi, monomerlerin turd,
biyukligli ve birbirleriyle kombinasyonu, materyalin ylizeyinde olusan
asinmalarin miktar ve tlkirik kompozisyonundaki farkhliklar gibi faktorlere bagl
olarak degisiklik gostermektedir (279). Yetersiz polimerizasyon, termal, mekanik
ve kimyasal kaynaklara bagl olarak gézlenen artik monomer salimi restoratif
materyalin polimerizasyonunu izleyen ilk saatlerde baslar. Materyallerin
gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar artik monomer miktarinin azalmasi ile
sonu¢lanmasina ragmen tam bir basari elde edilememistir (290,291).

Adeziv materyal icindeki monomer kombinasyonlari, bu materyallerin
sitotoksik Ozellikleri Gizerinde etkilidir. Bilesenler arasindaki iliski (sinerjik veya
antagonistik) adeziv materyallerin sitotoksisitelerinin  degerlendirilmesinde
6nemli bir parametre olarak kabul edilebilir (292). Ratanashian ve dig.’nin (31) 24
ve 72 saat sonunda dért monomer arasindaki TC 50 degerlerini Bis-GMA, UDMA,
TEGDMA ve HEMA olarak siralamasinin yanisira; 25 mol/L Bis-GMA’nin HEMA
konsantrasyonundan bagimsiz olarak sinerjistik etki gosterdigi gdézlenmistir.
HEMA, 4-META, ve TEGDMA gibi disiik molekiiler agirliga sahip monomerlerin ise
daha viskdz olan Bis-GMA ve UDMA gibi monomerlere ¢6zlici etkisi yaparak
hiicre ve dokularda diffiize olabilme etkinliklerini arttirdiklar belirtilmistir (15).

Adeziv restoratif sistemlerden salinan monomerlerin dagilimi veya
metabolizmasi hakkinda literatlirde cok fazla bilgi bulunmamaktadir. Bununla
birlikte 6zellikle kolin esteraz olmak lizere esterazlar, inflamatuar hiicre enzimleri
ve psodokolinesteraz (PCE) gibi tikirlk esterazlarinin; matriks bilesenlerini
hidrolize ettigi  bildirilmistir (293-296). Bu materyallerin biyolojik olarak
bozunmasi ile ilgili calismalar, in vitro olarak kolin esteraz enzimleri ile ya da
hayvan deneylerinin uygulanmasi yoluyla yapilmistir (111). Bu esterazlar, Bis-
GMA’y1 2 molekil metakrilat kaybi ile BADPE-4OH’na donistirirken (297);
TEGDMA trietilen glikol ve metakrilik asit’e bozunur (295). HEMA’nin ise asidik
kosullarda hidrolize olarak etilen glikol ve metakrilat aside dontstugi

gozlenmistir (298).
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Rezin modifiye cam iyonomer restoratif ekstraktinda HEMA, etilen-glikol
bilesikleri, kamforokinon ve 6zel bir baslaticinin [difenil iyot klortir (DPICI)] tesbit
edildiginin bildirilmesi disinda organik bilesenlerle ilgili literatiirde ¢ok fazla bulgu
gozlenmemektedir (299). Bu materyallerden salinan HEMA’nin in vitro olarak

dentinden diffiize oldugu gosterilmistir (70,74).

Kromatografi

Reaksiyona girmeyerek polimerlesmeyen monomer miktarini belirlemede,
cesitli analitik metodlardan yararlanildigi goriilmektedir. Bu yontemler arasinda
mikro raman spektroskopisi (Micro-Raman Spectroscopy) (283), diferansiyel
tarama kalorimetrisi (Differential Scanning Calorimetry, DSC) (300), FT-IR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) (301) spektroskopik metodlari yer almakla
beraber, esas olarak kromatografik yontemlerden (10,302,303)
yararlaniimaktadir.

Kromatografi, birbirine yakin 6zellikteki madde karisimlarini kalitatif ve
kantitatif olarak ayirmak icin kullanilan giiglii bir ayirma ve saflastirma yontemidir.
Bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tastyici, mobil faz) bir faz
yardimiyla, sabit (durgun, stasyoner faz) [304] bir faz Gzerinde degisik hizlarda
hareket etmeleri esasina dayanir (304). Kromatografi terimi yunanca -kroma-
(colour-writig) kelimesinden gelmektedir. Kromatografi ile ilgili ilk ¢alisma 1903
yiinda  yayinlanmistir.  Bu  ¢alismada; Rus botanikgi  Tswett kolon
kromatografisinin temelini olusturan bir denemede, 1-5 cm ¢apinda ve 50-500 cm
uzunlugunda cam silindirler icine doldurdugu tebesir benzeri bir toz ile, yesil bitki
yapragindaki klorofillerin renklerine gére ayinmmini gergeklestirmistir. 1938 yilinda
ismailov ve Shraiber isimli arastiricilar kromatografik yéntemleri kullanarak ilk kez
tibbi bitki ekstraktlarinin ayinm ve karakterizasyonu Uzerinde arastirmalar
yapmislardir. 1940’li yillarda sivi-sivi kromatografisinin bir uygulama tirt olan
kagit kromatografisinde ilerleme kaydedilmis, destek gorevi géren serit seklinde
bir kagit parcasinin, sivi sabit faz ile doyurulmasini takiben test materyalinin

kagida uygulanmasi ve mobil fazla strtiklenmesi saglanmistir. Ayni yillarda kagrt
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yerine ince bir silikanin sabit faz olarak kullanildig ince tabaka kromatografisi
(Thin Layer Chromatography, TLC) gelistirilmistir. Gaz kromatografisinin temelleri,
1957 yihinda James ve Martin tarafindan atilmis, gaz yerine sivi kullanilarak yapilan
yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ilk kez 1969’da uygulanmistir.Bu
konudaki c¢alismalar, glinimizde daha modernize edilmis halde devam
etmektedir (304,305).

Kromatografi, ayrilma mekanizmalarina, sabit ve hareketli fazlarin yapisina
gore, ayirma isleminin uygulanis sekline gére, uygulama bigimine gére cesitli
sekilde siniflandinlabilir. Ayrilma mekanizmalarina goére; adsorpsiyon, partisyon,
iyon degistirme, jel filtrasyonu, ve afinite kromatografisi olarak siniflandirilan
kromatografik yontemler sabit ve hareketli fazlarin yapisina gore; sivi-kati, sivi-
sivl, gaz-kat, ve gaz-sivi kromatografisi olarak ayrilmistir. Bu kromatografik
yontemler ayrica uygulama bicimine gore; diizlemsel kromatografi, kagit, ince
tabaka (TLC), kolon, gaz (GC) ve yiiksek performansli (basincl) sivi kromatografisi
(HPLC) olarak kategorize edilmistir.

Kolon kromatografisinde sabit faz olarak kullanilan maddelerin baglicalar
sakkaroz, indlin, talk, kalsiyum oksit, kalsiyum karbonat, magnezyum karbonat,
magnezyum oksit, kirec, poliamit, silisilik asit (silikajel), magnezyum silikat
(florisil),  aliminyum  oksit (alumina) dir. Yiksek performansli sivi
kromatografisinde bu kati fazlar silica, sentetik polimerler va bazi polisakkarit
yapih bilesiklerden olusmaktadir (305,306).

Kromatografide hareketli sivi faz olarak, su dahil biitlin organik ¢oziiciiler
kullanilabilir. Kromatografik ayirmlarda bu ¢6ziicller ayri ayr kullanilabilecegi
gibi, bazen bir ¢6zlici yerine, ¢6ziict karigimlari kullanmak gerekebilir. Coziici
karisimlarinda; birinin icinde digerinin yiizdesi dlzenli olarak artinlarak,
karisiminin polaritesi diizenli olarak degistirilebilir. Kromatografik yontemlerde
temel olarak karisimi olusturan bilesikler sabit faz tarafindan farkli odlciide
tutulmasi nedeniyle her bir bilesik sistemi farkli zamanlarda terk eder. Bdylece
bilesikleri birbirinden ayirmak, tanimak ve ayr ayrn toplamak olasidir. Hareketli

fazda ¢6ziinmis halde bulunan maddelerle sabit faz arasindaki fiziksel ve
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kimyasal bazi ¢ekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde icin
ayridir. Bundan dolayr kolon iginde ilerleyen maddelerin kolon igindeki hizlari
farkl olur. Sabit fazla arasindaki cekim kuvveti en cok olan, en yavas yol alirken

sabit fazla arasindaki ¢cekim kuvveti en az olan kolon icinde en hizli yol alir (Sekil

2.3.1.).

uyzl,_],?;ﬁ:neag Hareketlifaz eklenmesi
u C | —
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Sekil 2.3.1. Kolon kromatografisi ile A, B ve C maddelerinin birbirinden ayrilmasi

Kromatografik yontemlerde kolondan c¢ikan ¢ozelti, icindeki maddelere
duyarll bir dedektoére gonderilirse sinyaller elde edilir. Sinyaller zamana karsi
grafige gecirildiginde elde edilen pikler serisine kromatogram denir. Bir
kromatogramdaki pik sayisi numunedeki bilesen sayisi kadardir. Bir
kromatogramdaki zaman Gzerindeki pikin yeri onun hangi maddeye ait oldugunu
belirlerken, kromatogramlarda pik altindaki alanin hesaplanmasi ile miktar

tayinleri yapilabilmektedir (307) (Sekil 2.3.2).
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Kromatogram
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Sekil 2.3.2. Kromatogram. Zamana karsi konsantrasyonun grafiklenmesi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Hareketli fazin sivi oldugu kromatografik sistemlerdir. Mobil fazin sabit
fazi iceren bir kolondan belirli bir basing uygulanarak gegirildigi kromatografik
sistemlere yiiksek performansh (basinch) sivi kromatografisi (HPLC) adi verilir.
HPLC biyolojik, farmasoétik, gida, cevresel ve endistriyel 6rnekler icerisindeki
organik ve inorganik maddelerin ayirimi, tanimlanmasi ve miktar tayinlerinde
(308) ve oOzellikle ylksek molekdl agirlikh bilesiklerin analizinde yaygin olarak
kullanilan bir yéntemdir. Bircok rezin kompozit (288,309-311), rezin karisimlar
(10,312) ve ortodontik adezivlerden (313) salinan monomer miktarlari HPLC ile
degerlendirilmistir. Bu yontemle yapilan degerlendirmeler asagidaki avantajlan
saglamaktadir:

1. Kolon kromatografisi ile analiz saatlerce, giinlerce sirebilir. HPLC ile en
fazla yarim saat siirer.

2. HPLC ile oda 1sisinda c¢alisilabili, bu durum yilksek isida bozunan
bilesiklerin analizinde avantaj saglar. Ornegin, yiiksek isi nedeniyle gaz
kromatografisinde bozunan Bis-GMA ve UDMA gibi agir monomerlerin

analizi HPLC ile yapilabilmektedir (179).
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3. Onislemleri cok azdir. Direkt olarak biyolojik materyal bile tatbik edilir.

4. Pek ¢ok polar bilesik tiirevine gegmeden tatbik edilebilir. Her tiirlii yapida
kimyasal maddelerle calisilabilir.

5. Hem kalitatif hem kantitatif analiz ayni anda yapilabilir.

6. Tekrarlanabilir bir yontemdir.Otomatik enjeksiyon sayesinde onlarca analiz
hicbir operatdre gerek kalmaksizin yapilabilir.

HPLC sistemi; bir bilgisayar ile kontrol edilen oto 6rnekleyici (autosampler) ve

enjektor, ¢oziici (Mobil faz) haznesi ve degazeri, pompa (¢6ztict dagrtici sistem),

on kolon ve analitik kolon, dedektoér, kaydedici olmak tizere alti kissmdan olusur

(Sekil 2.3.3) (314).
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Sekil 2.3.3. Bir HPLC cihazinin temel bilesenleri

Analizi yapilacak 6rneklerin kolona otomatik enjeksiyonunun saglandig
oto Ornekleyici ile, analizde kullanilan ¢6ziici kolon icine sabit bir basing ve akis
hizi ile pompalanir. HPLC analizlerinde dolgu materyalini tasiyan kolonlar,
paslanmaz celiktir. 2-5 mm capinda, 10-100 ¢cm arasinda degisen boyutlara
sahiptir. Dolgu materyali yani stasyoner faz, sistemin performansini biytik él¢iide
etkileyen faktordir. Analizin basarisi, blyik 6lclide dogru kolon secilmesiyle

orantilidir. Kolonlarin sinirli olan émiirleri, kullanan kisinin bilgisine ve kullanisina
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baghdir. Kolonun émri bittiginde; sistemde yiiksek bir geri basing goézlenir,
rezoliisyon zayiflar pikler yayvanlasir, kisalan veya yokolan retansiyonla seyreden
disik kapasite gozlenir. Kolonun 6mriinii uzatan somut faktérlerden biri, kolonla
enjektor arasina 6mri uzatmak amaciyla 6nkolon denilen ufak bir kolonun
konmasidir.

Sabit (stasyoner) fazin l¢ karakteristigi dnemlidir. Partikil bykliklerine
gore capi 35-125u olanlar biyik partikilli iken kiicik partikiillerde ise 5-1op’dur.
Bunun la birlikte, son gelistirilen 2-3 p’luk kolonlar da s6z konusudur. Partikiiller,
preparatif amacla kullanilan porlu ve analitik amacla kullanilan pellikiler olmak
Uzere iki ana yapidadir. Partikil capr kiiclik, porlu yapilar hem analitik hem de
preparatif amacla kullanilabilir. Tium bunlara ek olarak, HPLC ile analiz yapabilmek
icin maddenin belirli bir solvanda ¢6ziinmis olmasi; maddenin belli polar veya
nonpolar karakterleri tasimasi gerekir. Uygun stasyoner fazin secimi molekiiliin
polarite 6zelligine bakilarak yapilir. HPLC analizleri, polar sabit faz ve apolar veya
dustik polariteye sahip mobil faz ile yapilirsa normal faz (6rn: siyano, aminoalkil
silan tlrevleri), apolar sabit faz, polar mobil faz ile yapilirsa ters faz (6rn: alkil silan
turevleri) sivi kromatografisi adini alir ve genellikle ters faz sivi kromatografik
analizleri yapilmaktadir. Bu analizlerde uzunlugu 10-25 cm bu kolonlarda,sabit faz
olarak, ters faz 5-10 pm makroporéz alkil silika (C8 ve C18) dolgu materyalleri
secilmektedir.

Sivi kromatografisi icin sabit fazi degistirmek zor ve kisithdir. Bu nedenle
retansiyon ve selektivite mobil fazin terkibini degistirmek suretiyle ayarlanir.
Mobil faz; eliisyon sirasinda mobil fazin terkibinin degismedigi izokratik sistem ve
¢ozlict kanisimlarinin tercih edilmesi ile birlikte mobil fazin terkibinin degistigi iki
sistemden olusturulabilir.

Mobil fazda c¢6ziinen molekiller sabit fazla farkli derecelerde
etkilesmelerine bagh olarak, farkli siirelerde kolonu terk ederler [314]. Sabit faza
afinitesi en fazla olan en ge¢ gelir. Kolonun uzunlugu arttik¢a bantlar genigler,
kolon ¢ok kisa olursa maddeler iyi ayrilamaz. lyi bir ayirim icin bantlar birbirinden

tamamen uzak, homojen olmalidir. Rezoliisyon ayirmin bir ifadesidir. iki komsu
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pikin orta noktalarinin uzakhginin, iki pikin genisliginin ortalamasina béliinerek

elde edilir (Sekil 2.3.4.)

2 (tR1-tR2)

(wB1+wB2)

Zaman (dakika)

Sekil 2.3.4. HPLC kromatogramlarinda rezoliisyon ve hesaplanmasi icin kullanilan formdil

tR1, tR2 : pikin alikonma siiresi ; wB1, wB2: band genisligi

Dedektorler, kolonu terkeden ayirimi yapilan materyale ait bilesenlerin ve
bu bilesenlere ait miktari tayin eden HPLC donanimidir. HPLC analizlerinde
fotometrik dedektorler (UV, gorinir bolge, IR spektrofotometreleri), floresan,
elektrokimyasal, refraktometrik, radyoaktivite, elektron yakalayici dedektérler ve
katle (mass) spektrometreleri kullanilmaktadir (315). HPLC cihazlarinin cogunda
optik 6lciime dayal detektdrler bulunmaktadir. Bunlarin bazilar iki boyutlu veri
saglarken, flouresans, diyot dizi (diyode array dedector, DAD) ve UV-Vis
dedektérleri ic boyutlu veri saglamaktadir. U¢ boyutlu veriler, sadece sinyal
kuvvetini icermezler ayni zamanda tim zamanlar icin spektral veriler ortaya
koymaktadir. Ayni zamanda kiitle spektrometreleri ile de ¢ boyutlu veriler elde
edilmektedir. Son yillarda gelisen teknolojilere bagli olarak molekiiler kiitle, yapi,
nicelik ve saflik gibi cesitli bilgiler saglayan kitle spektral veriler elde edilmesini
saglar. Kitle spektral veriler, nitel ve nicel analiz sonuglarindaki spesifikligi ve
giveni artirmaktadir. Bircok bilesik icin kiitle spektrometri (MS) diger HPLC
dedektodrlerine gore daha duyarli ve spesifiktir. Kitle dedektori ile kromofor

Ozellik gostermeyen bilesiklerin de analizi yapilabilmektedir. Ayni zamanda
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cOzunlrligl kétl olan kromatografik piklerin de tanimlanmasina olanak saglar.
Boylece milkemmel olmayan kromatografik bir ¢alismanin bile yorumlanmasina

yardimci olur (305,316).

Dental Materyallerin Biyouyumluluk Degerlendirmeleri

Materyallerin  biyouyumluluk  degerlendirmeleri, istenmeyen doku
reaksiyonlariin cesitlilik géstermesi nedeni ile karmasik ve kapsamli bir alandir.
Yapilan tek bir testle bir materyalin olusturabilecegi cok farkli olasi reaksiyon
icinden sadece biri degerlendirilmis olur. Ornegin uygulanan pulpa/dentin testleri
ile materyalin pulpaya etkisi degerlendirilirken; bu testler, materyalin
olusturabilecegi alerjik etki ile ilgili bilgi saglamaz. Bununla birlikte tek basina
uygulanan test yontemleri genellikle sadece belirli bir reaksiyonu tek acgidan
degerlendirmede yeterlidir. Bu durum hicre kiltird testlerinin bir materyalin
sadece izole hiicreler tizerinde olan etkisini saptamasi ile érneklenebilir (111). Bir
materyalin biyolojik uyumlulugunun saptanmasinda en temel ve siklikla tercih
edilen yéntem hiicre kaltira ile uygulanan basit in vitro testlerdir. Bu deneyler
sonucunda materyalin basanli cevap vermesi ile daha karmasik olan hayvan ve
kullanim testleri (in vivo testler) uygulanabilir. Klinik calismalar ise bu
saptamadaki son basamaktir (111,228).

Biyouyumluluk degerlendiriimesinde en o6nemli asama uygun test
yonteminin secilmesidir (15,317,318). Kolay kontrol edilebilir, tekrarlanabilir, etkili,
givenilir ve materyallerin temel 6zelliklerini degerlendirmek icin uygun olmalari in
vitro sitotoksisite testlerinin avantajlari arasinda kabul edilirken (319); yapilan
degerlendirmelerin biyolojik reaksiyonlarin in vivo sistem mekanizmasindan
bagimsiz olmasi ve uygulanan test yontemleri i¢in her test siirecinde benzer
sonuclara ulasilacak standartlar gelistirilmesi gerekliligi bu test sistemlerinin
dezavantajlandir. Biyolojik uyum standartlarinin belirlenmesi ile dis hekimliginde
izlenen teknik ilerlemelerin farkli hizda gerceklesmesi; hiicresel ve molekiiler
biyolojideki hizli ilerlemeler, materyalin biyouyumlulugunu belirleyecek cok cesitli

testlerin varlig), bu testlerin standardize edilememesi sonucunu dogurur (15). Bu
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amacla, 1982 yilinda Uluslararasi Dis hekimligi Birligi (FDI), Uluslararasi
Standardizasyon Organizasyonu “International organization for Standardization”
(ISO) ve Amerikan Dis hekimleri Birligi [American Dental Association (ADA)]
tarafindan ortak goris ile yayinlanan klavuzda; biyolojik testler 6nciil, ikincil
testler ve kullanim testleri olarak i¢ grupta siniflandinlmistir (15,22,318,320).
Schmalz ~ (111)  biyouyumluluk  degerlendiriimesinde  uygulanacak test

yontemlerinin se¢imini asagidaki tablo ile 6zetlemistir.

Tablo 2.1. Biyouyumluluk degerlendirmelerinde uygulanan test yontemleri (111)

Mutajenite
Hlcre Kiltlrd Testleri - Ames Testi
Hiicre kaltard testleri - Agar Ustii Testler Hiicre kiltdrd modelleri - Mikroniikleus Testi
Spesifik problemler *MTT Test gelistiriimektedir - HPRT (hypoxanthine
icin kullantlir. - Dentin-bariyer Testi guanine phosphoribosyl
transferase)Test

- Fare Lemfoma Testi

+ implantasyon Testleri * Mikronikleus test
* Akut LD, (Oral + Kullanim Testleri *  Modifikasyonlu (kemirgen)
Uygulamalar) - Pulpa/Dentin Testleri Maksimizasyon Testi | « Teratojenite (kemirgen)
* Kronik LD, (Oral - Endodontik Testler * Lokal Lenf Nodu Testi » Ureme {izerindeki
Uygulamalar) - implantasyon Testleri toksisite (kemirgen)
€ Klinik Calismalar >

€—— MeslekiTemas, Zehirlenme?  —mmm—m>

? gercek bir test yontemi olmamakla birlikte degerlendirme icin yardimaidir.

Arastirmacilar, endistri ve saglk kuruluslar, yeni bir materyalin
biyouyumlulugunun saptanmasinda en kesin ve etkili yolun in vitro, hayvan ve
kullanim testlerinin  kombine uygulanmasi sonucu elde edildigi sonucuna
varmislardir. Bu sonu¢ dogrultusunda ise tek basina uygulanan bir test
yonteminin bir materyalin biyouyumlulugu hakkinda yeterli olmadigi goérisi
yayginlik kazanmistir. Testlerin kombine uygulanmasi yaklasiminda ilk olarak
(Sekil 2.3.5 A) tabanda tim materyallerin degerlendirilmelerinin yapildig1 ve

secildigi piramit test protokoliinden yararlanilmistir. Spesifik olmayan toksisite
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testleri olarak adlandinlan bu testlerin materyalin kullanimini  yansitma
zorunlulugu bulunmamaktadir. Sonraki basamakta uygulanan spesifik toksisite
testleri materyalin uygulanma sekline daha benzer testleri icerir. Piramitteki en
st katman ise klinik calismalarca olusturulur. Sonrasinda olusturulan farkl bir
test protokoll piramidinde (Sekil 2.3.5 B) ise tabandan tavana dogru basamaklar
ilk testler, ikincil testler ve kullanim testleri olarak kategorize edilmis, hayvanlarda
uygulanan kullanim testleri de eklenmistir. Test protokollerinin standardize
edilmesinde olusturulan bu piramitlerde ancak ilk basamagl gecebilen
materyaller, ikinci basamakta uygulanan test protokolleri ile muamele edilirler ve
sonrasinda klinik calismalarda test edilebilirler. Bu nedenle klinik calismalara
ancak daha gtivenilir materyallerle erisilmis olunur. Klinik ¢alismalarin cok zaman
alict ve pahali ydntemler olmasi nedeni ile bu piramit stratejileri kabul gérmustdir.
Bununla birlikte, sadece basamaklardan gecebilen materyallerin klinik
kullaniminin kabul edilmesi ve uygulanan bircok test yontemi ile materyal etkileri
hakkinda cok yonli bilgi sahibi olunmasi bu piramitlerin kabul gérmesindeki

etkenlerdir.

Klinik Kullanim
Test ‘
calismalar . testleri
prosediirii
Spesifik S
toksisite Ikincil testler
Speattiic oliayan lk testler
| toksisite '
Test sayisi Test sayisi

Sekil 2.3.5. Piramit test protokolleri (228)

Bu stratejilerin giinimizde gecerliligini korumasi ile birlikte, in vitro ve

hayvan testlerinin materyallerin etkilerini yansitmasinda gézlenen uyumsuzluklar
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farkll test protokol semalarinin gelistiriimesine sebep olmustur (Sekil 2.3.6.).
Olusturulmus iki yeni sema da farkli 6nemli fikirler 6ne siirmektedir. ilk olarak
(Sekil 2.3.6 C) tim testlerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde 6nem tasidigi
gorist ortaya atilmistir. Bu goriise 6rnek olarak ise hayvan testlerinin bir
materyalin degerlendiriimesinde 6nemli oldugu gibi materyal kullanima
sunulduktan sonra ortaya ¢ikabilecek herhangi bir yan etki sonrasinda dikkate
alinabilecek bir sonu¢ verdigi sayilabilir. ikinci olarak (Sekil 2.3.6 D) giincel test
yontemlerinin, materyalin  biyouyumlulugunu kesin ve uygun olarak
yansitamayabildiginin ~ farkindaligi  saglanmistir.  Ayrica bu felsefe ile
biyouyumlulugun devam eden (birbirini izleyen) bir protokol olmadig gorisi
hakimiyet kazanmistir. Stiphesiz ki kullanima sunulan farkli materyaller ve yeni
test teknolojilerinin  gelismesi, farkli test kombinasyon protokollerinin

gelistirilmesine neden olacaktir (228).

\ Tesd"_‘ i Kullanim
\ Prosedin testleri
Kullanim '
testleri
\ - -
ikincil testler ik . ikinil

: _ Y testler testler
| T

Sekil 2.3.6. Test protokol semalari (228)

Dental materyallerin biyouyumluluk degerlendirmeleri; materyallerin
sistemik  toksisitelerinin  degerlendiriimesi calismalar, lokal toksisitenin
degerlendirilmesi, mutajenite testleri ve teratojenik etkiler ve lreme (izerine
etkilerin degerlendirilmesi, implantasyon testleri, pulpa hasari ve pulpa/dentin
testleri, mukozal hasar ve mukozal kullanim testleri, periapikal hasar ve

endodontik kullanim testleri, kemik i¢i implantasyon testleri, allerjik 6zelliklerin
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degerlendirilmesi, klinik ¢calismalar ve hastalarda uygulanan tanimlayici testler

olarak gruplandirilmistir (111).

2.3.2. Biyouyumlulugun BelirlenmesindeToksisite Degerlendirmeleri

Sistemik Toksisitenin Degerlendirilmesi

Bir materyalin toksisitesi kimyasal olarak biyolojik bir sisteme verdigi hasar
olarak tanimlanir. Materyalin uygulandig alanla sinirli reaksiyon lokal toksisite
olarak adlandinlirken bu alanin disinda da gézlenen reaksiyonlar sistemik
toksisiteyi gosterir. Sistemik toksisitenin degerlendiriimesinde genellikle deney
hayvanlari tercih edilir. Dis hekimliginde materyaller deneklere oral yolla uygulanir
(deney hayvaninin materyalin ekstrakti veya toz hali ile beslenmesi) ve akut LD,
saptanir. LDs, deney popilasyonunun %50’sinin 6limine yol acan doz olarak
tanimlanmaktadir. Gunimizde daha tedbirli olan ve limit-testler olarak
adlandirilan testler uygulanmaktadir. Bu testlerde uygulanan standardize
konsantrasyon LDs, icin yeterli ise farkl testlerin gerekliligi ortadan kalkar. Kronik
toksisite degerlendirmesi icin ekstrakt veya materyalin uzun siire (birkag¢ ay)
uygulanmasi gereklidir. Bu sire bazen deney hayvanlarinin tim hayatini
kapsayabilir. Deney sonunda hayvanlarin canh kalma oranlari ya da temel
organlarinda gerceklesen histopatolojik etkiler degerlendirilir. Bu test
yontemlerinin yani sira kronik toksisitenin degerlendiriimesinde mesleki temasin
g6z ontinde bulundurulmasi veya yaralanmalar dikkate alinir. Amalgam disinda
dental materyallerin kronik temasina bagh olusan kronik toksisite ile ilgili ¢ok

fazla bilgi bulunmamaktadir (111).

Lokal Toksisitenin Degerlendirilmesi

Toksik bir materyalin iliskili oldugu biyolojik yap1 tizerindeki kimyasal etkisi
olarak tanimlanan lokal toksisite, lokal doku uyumlulugu ile karistinlmamasi
gereken bir kavramdir. Doku uyumlulugu ise materyal toksisitesinin yani sira

restorasyon sebebi ile gézlenen bakteri invazyonu ve/veya otopolimerize rezinin
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sertlesmesi sirasinda olusan 1si ile de iliskilidir. Materyallerin lokal toksik etkileri
cok cesitli testlerle saptanabilir. Uygulanan basit test yontemleri (hicre kiltdrd,
implantasyon testi) hedef dokuyu tam olarak yansitmadigi icin materyalin spesifik
olmayan toksisitesini belirtirler. Sonrasinda ise deney materyallerinin hayvanlarda

veya nadir olarak insanlar Gzerinde degerlendirildigi kullanim testleri tercih edilir

(1m1).

in vitro hiicre kiiltiirii calismalari

Hicre ve doku vyaralanmalarinin dejeneratif (reversible) ve nekrotik
(irreversible) asamalarinda spesifik olaylari inceleyen in vitro testlerden (288)
biyouyumluluk testlerinde; viicut dokularn Gzerine veya i¢ine uygulanan
materyallere karsi olusacak biyolojik reaksiyon, uygun test ortaminda
olusturulmaktadir (15). Bu test sistemleri canli organizma disinda, test tiipl veya
hiicre kiiltlriinde gerceklestirilir ve test materyalinin hiicre, enzim veya farkl bir
izole sistemle temasini gerektirir. Bu temas ise direkt bir bariyer kullanilarak ya da
indirekt olarak gerceklestirilir (228). Materyale maruz kalan hiicrelerin sayis,
gelisim hizi, cesitli metabolik veya hicresel fonksiyonlar &lgilir. Bu testler,
tekrarlanabilen, cabuk sonug alinan, uygulamasi daha kolay testlerdir (16-18) ve
havyan ve insan calismalarinin etik sorunlarini elimine ederler. in vitro
sitotoksisite testleri giinimizde de dental materyallerin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesinde siklikla kullaniimakta (74) ve materyal bilesenlerinin hiicre
sistemi Gzerindeki etkilerini bulmaya olanak tanimaktadir (18,321-323).

Gercek akut kimyasal toksisitenin belirlenmesi agiz icinde polimerize
edilen restoratif materyallerin, test hiicreleri ya da dokular ile herhangi bir
imminolojik etkilesim olmadan temasmin saglandigl hiicre kultirld test
yontemlerinin kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir (317). Kawahara ve dig. (324)
hiicrelerin kullanildigr in vitro test yéntemlerinin kontrol edilebilir oldugunu ve
ylksek degerde istatistiksel bilgi verdigini bildirerek klinik kullanimdan 6nce
dental malzemelerin analitik-biyolojik cevaplarinin in vitro calismalarla

belirlenmesi gerekliligini vurgulamislardir.
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Hiicre kuiltiirii:

Uretici firmalarin  kullanima sunduklan  materyallerle ilgili bulgulari
genellikle hicre kaltird testlerine dayanir. Hicre kaltird bir dokudan,
kendiliginden go¢, mekanik ve enzimatik yontemlerle ayrilmis, in vitro sartlarda
yasatilan ve uretilen tek tip hicre toplulugudur. Canli dokularin viicut isisinda
kiiltire edilmesi ve viicudun 6zgiin fizyolojik konumunu taklit eden ve hayvan
embriyo ekstraktlari, plazma, serum, amino asit, mineraller, seker, tuz, vitamin ve
antibiyotikleri iceren besleyici sivilarda ¢cogaltiimasi sonucunda elde edilirler. Canli
dokularin viicut disinda yasatiimasini, sirekli Gretilmesini ve gelisimini ifade
ederler (22,320). Farkli dokulardan tiretimi saglanan hiicre kiilttrleri, primer hiicre
kdltdrleri, hiicre hatlari ve diploid hiicre kiiltiirleri olmak Gzere {¢ grupta toplanir
(325). Bir organizmanin dokularindan dogrudan alinarak, in vitro hiicre cogalmasi
olmaksizin hazirlanan kaltirler “primer kiltir’olarak adlandirlir (228,326,327).
Dokunun fizyolojik durumunu yansitan, genotip ve fenotip olarak orijinal doku
hiicresi ile ayni 6zellikleri iceren bu hiicrelerin deneysel cogalmalart sinirhidir.
Primer hicre kiltirlerinin ilk pasajdan sonra bir kiltlir ortamindan digerine
tasinmasi ise subkiltir olarak adlandirilir (22,320). Primer hiicrelerin kaltiir
kabindan alinip cogaltilmasiyla elde edilen “sekonder kdltir” asil kékenlerinin
Ozelliklerini yansitmaya devam eder. Kiiltirlerin genellikle dokudan ayristiniimis
hiicre stispansiyonlari ile yapilmasina ragmen cogu doku hicreleri, stispansiyon
ortaminda yasamaya uyumlu olmadiklari icin béliinmek ve ¢ogalmak icin kati bir
ylzeye ihtiya¢ duyarlar. Bu ylzeyler; genel olarak kolay temizlenebilir olmasi,
maliyetinin ucuz olmasi, biiyimeyi destekleyici ek maddeler gerektirmemesi ve
sterilizasyonunun da kolay olmasi nedeniyle kullanilan cam veya optik 6zellikleri
ve diizglin ylizeylere sahip oluslari nedeniyle tercih edilen tek kullanimlik plastik
malzemeden yapilmistir (326). Hiicre hatlar, subkdltirleri sonsuz olarak
yapilabilen ve karyotipleri alindiklari dokulardan farkli olarak gelistirilmis
kdlttrlerdir (327,328). Primer kdltirlerin subkdltirlerinin yapilmasindan elde

edilen diploid hicre kiltirlerinde bulunan bitin hdcreler alindiklari dokunun
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karyotipini %85 oraninda korurlar. L929 ve Balb3T3 hiicre hatlar; dental
malzemelerin sitotoksisite testlerinde standart olarak kullanilan fibroblast hiicre
kdltdrleridir (22,320,329).

Onceleri, sitotoksik etkiler, materyallerin tek tabakali (monolayer) kiiltir
ile elde edilen hiicreler (izerine direkt temas ettirilmesi sonucu, hiicre sayimi ile
degerlendirilmistir. Giinimizde kolay tretilmeleri ve bilinen 6zelliklere sahip
olmalari nedeni ile hiicre hatlari tercih edilmektedir. Siklikla fare fibroblastlarr (L-
929, 3T3) veya insan epitel hiicreleri (HeLa) tercih edilir. Bunun disinda gingival
veya pulpal fibroblastlar gibi hedef dokulardan elde edilen primer hiicre kiilttrleri
de kullanilmaktadir (111). Hicreler in vivo kosullari simile etmek icin t¢-boyutlu
olarak cogaltilabilirler (111,330).

Hiicre kiltirleri, uygulamalarin standart sartlarda tekrarlanabilir olmasi,
kisa sireli etkilesimlerin incelenmesinde kullanigh olmalari, hiicreler Gzerindeki
etkilerin direkt olarak go6zlenerek standart Slciimlerin yapilabilmesi, hiicrelerin
pH, 1s1, ozmotik basing, nem, oksijen ve karbondioksit miktarinin standart oldugu
ve kontrol edilebildigi bir ortamda saklanabilmesi ve endistriyel amagh olarak
kullanilabilmesi gibi avantajlara sahiptirler. Dezavantajlan ise primer kdiltir ile
isleme baslandiktan sonra birbirini takip eden pasajlarda hicrelerin
farkhlasabilmesi, primer kiiltiirlerin elde edildigi doku ve bulundugu kosullarin
hicre kdalturlerini  etkileyebilmesi, pahali olmasi, sterilizasyon, kiltlrlerin
hazirlanmasi ve mikroskobik incelemenin uzmanlik gerektirmesi olarak sayilabilir
(326).

Hucre kiltird islemlerinde, hayvansal hiicreler ile bakteri ve mantarlarin
meydana getirdigi kontaminasyonlarin risk olusturmasi nedeni ile aseptik
kosullarin cok iyi saglanmasi zorunludur. Bu nedenle, kullanilan malzemeler kadar
temizlik ve sterilizasyon agisindan énem tasiyan hicre kiltirt laboratuvarinda
bulunmasi gereken cihazlar; laminar flow kabin, inkiibatér, sterilizator, buzdolabi
(+4°C), derin dondurucu (-20°C ve -80°C ), faz kontrast ve florasan mikroskoplar,
yikama diizenegi, masa santrifiiji, sivi azot tanki, manyetik karistiricilar, CO,’li

etliv ve pH metredir (331,332).
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Hicre Gremesi icin uygun ortamin olusturulmasinda baslangicta toz
halinde olup kullanici tarafindan hazirlanabilen hiicre kiltiiri vasatlarinin yanisira,
sivi hiicre kiltird vasatlarindan da yararlanilir. Sivi hiicre kiltlrd vasatlart daha
glvenilir olmasi nedeniyle daha cok tercih edilir. pH ve ozmolarite gibi
fizikokimyasal sartlarin devamliliginin, hiicre ve hiicre Uriinlerinin sentezi icin
gerekli besinlerin saglanmasi ve hicrelerin yapisal ve metabolik aktivitelerini
yerine getirmeleri icin gerekli maddelerin olusturulmasi hiicre tiretme vasatlarinin
fonksiyonlari olarak kabul edilir. Vasatlarin bilesiminde; dengelenmis tuz
cozeltileri (BSS), enerji kaynaklari, aminoasitler, vitaminler, gazlar, iz elementler,
organik tampon cdzeltileri, bakteri tremesini 6nlemek icin antibiyotikler, su,

serum (%10) ve niikleik asit sentezini tesvik edici maddeler bulunur (332).

Hiicre Kiiltiir Yontemleri

Degisik dokular kullanilsa da primer kiltir yontemleri temelde aynidir.
ideal olarak dokularin, hemen kullanilmasi gereklidir; kullanilamadigi durumlarda
ise, genellikle 1-2 glinboyunca canliligini sirdirebildigi dengeli tuz ¢6zeltilerinin
kullanildigi tasima soliisyonlart icinde 4-8 °C’de saklanabilir. Hiicre kdltird
islemleri kullanim 6ncesinde UV (ultraviyole, morétesi) 1sikla steril edilmesi
gereken laminar flow kabinlerinde uygulanir . Hiicreler yaklasik olarak %5 CO,
iceren ortamda uretildikleri icin CO, etiivlerinden yararlanilir ve gunlik olarak
kontrol edilmesi gereken hiicreleri gézlemek icin de faz kontrast mikroskoplar
kullanilir.  Besiyerinin rengi ve morfolojisi ile hicrelerin yogunlugu dikkate
alinmaldir.

Primer kultiirden sonra, pasajlama ile hiicre hatti olarak tanimlanan alt
kaltdr elde edilir. Hicre yogunlugunun artmasi nedeni ile ortam pH’si diiser, besin
maddeleri azalir ve artik trtin miktar artar. Bu nedenle hiicreler daha buyuik bir
hacime alinarak yogunluklarinin azaltilmasi icin pasajlama yapilir. Pasajlama igin,
bir ylizeye tutunmus olarak Ureyen hiicrelerin, ylizeyden kaldirilarak yeni bir
ylizeyde lremeleri saglanir (332). Hiicrelerin kiltir kabindan alinmalari icin bir

spatil kullanarak hiicrelerin yiizeyden fiziksel olarak ayrildigi mekanik yontem
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veya tripsin, kollajenaz ya da pronaz gibi proteolitik enzimlerin genellikle
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile kombine edilerek ya da tek basina EDTA
kullanilmasinin hicrelerin lireme ylizeyinden ayriimasina neden oldugu farkl
yontemler kullanilabilir.  Mekanik yontem, hizli bir yéntem olmakla birlikte
hiicrelerin zarar gérmesi olasiliklart nedeni ile hiicre canliiginin 6nemli olmadig
kosullarda tercih edilir. Enzimlerin kullanildig1 yéntem, hizli ve giivenilir olmasina
karsin hiicre ytizeyine zarar verebilecek etkiye sahip proteolitik reaksiyon, ortama
serum iceren tam kdltir vasatinin katilmasiyla hizli bir bicimde sona erdirilebilir
(331). Hicre vasatinin uzaklastirilmasinin ardindan bir seri ylkama islemi yapilir ve
hiicrelerin Gzerine bir miktar tripsin eklenerek belli bir siire etiivde bekletilir.
Tripsin etkisi ile hiicreler ylizeyden kalktiktan sonra vasat ile stispanse edilerek
yeni bir kiiltlr kabinda inkiibasyona birakilirlar.

Kiltir kaplari, CO, ettiviine (37°C, %5 CO,) gaz giris cikisinin saglanmasi igin
hafif acik birakilarak saklanmalidir. Nemli ve goriinir 1siktan korunan bir ortamda
pasajlanan hiicrelerin vasatlari, iki pasaj arasinda gecen siire en az (¢ giin olacak
sekilde iki gilinde bir degistirilir. Toplam ve canl hiicre sayisini belirlemek igin
kullanilan protokole gore, seyreltik hazirlanan siispansiyondan hemositometre
lammin her dis kosesindeki karelere birer damla damlatilir. Dért dis karedeki
hiicreler, 1stk mikroskobu altinda sayilir ve her bir karedeki ortalama sayyi
belirlemek icin dérde béliinir. Bu sonug, hiicre sayisi x10* olarak ifade edilir. Bu
sayl seyreltme faktor ile carpilarak mililitredeki siispansiyon basina disen hiicre
sayisi elde edilir. Canli hiicreleri belirleme ybdntemlerinden bazilar, cesitli
boyalarla 6li hiicrelerin boyanmasi temeline dayanir. Bdylece 6liG ve canli
hiicrelerin orani bulunur. Tripan mavisi canli hiicreleri belirlemek icin yararlanilan
boyalardan biridir (327).

Glnimizde biyomateryallerin sitotoksisitelerinin belirlenmesinde test
edilen materyal ile kullanilan hiicre hattinin temasi agisindan direkt kontakt,
indirekt kontakt ve ekstrakt (6ziit) testleri olmak lzere g farkh in vitro test

yontemi kullanilmaktadir (16).
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Direkt kontakt testleri

Sivi ve kati materyaller i¢in uygun olan bu yoéntemde kati materyaller
belirlenen miktarlarda hazirlandiktan sonra direkt olarak daha 6nceden
hazirlanmis kdltir kaplarina ekilmis olan hicreler Uzerine yerlestirilir ya da
hiicreler, kilttr kabi tabanina yerlestirilen materyal Gzerine ekilir (320). Sivi
materyaller ise test edilecek konsantrasyonlarda sulandinlarak daha 6nceden

kdilture edilmis olan hiicreler tizerine uygulanir (333,334).

indirekt kontakt testleri (Bariyer yéntemi)

in vivo kosullara benzerligin amaclandigi bu yéntemde hiicreler ve test
edilecek materyal arasinda bir bariyer bulunmaktadir. Siklikla kullanilan bariyerler
keratinize epitel, dentin veya ekstraselliiler matriksten elde edilebilir (228). Test
edilecek materyalin belirlenen miktarda hazirlanip bariyerler (zerine
yerlestiriimesi ve belirlenen siire sonunda herhangi bir test yontemi ile
materyallerin hiicre aktiviteleri (izerine olan etkilerinin saptanmasi hedeflenmistir
(320) . Bu test sistemlerine 6rnek olarak gosterilebilecek agariistii test, agar ya da
agarozun noétral kirmizisi gibi vital boyalarla kombine olarak kullanilip bariyer elde
edilmesi ile karakterizedir ve direkt kontakt testleri ve tavsanlardaki kas igi
implantasyon testler ile benzer sonuclar vermektedir. Baska bir test yontemi ise
seliloz esterinden elde edilen filtrelerin kullanilanildigi milipor filtre test
yontemidir. Bu yontem MTT testi ile kombine olarak uygulanabilir. Farkli bir test
sistemi 6rnegi olarak dentin bariyer testi de kabul edilebilir (228).

Dentin dokusu (zerine uygulanan materyallerin fiziksel ve biyolojik
ozelliklerini modifiye ederek degistirebilme giicline sahip olmasi nedeni ile, direkt
temas yonteminin etkinligi tGzerine sipheler duyulmustur. Bu amacla uygulanan,
¢ boyutlu pulpal fibroblast hiicrelerinin tercih edildigi, hedef hiicre ve materyal
arasina dis dokusunu simiile etmek igin dentin diskinin yerlestiriimesi ile
karakterize dentin-bariyer testleri ise giincel uygulamalar arasindadir. Hiicre
kdltard, haftalarca canli tutulabilmek icin besi ortami ile muamele edilir (111).

Adeziv sistemlerin dentin bariyeri kullanilarak in vitro olarak degerlendiridigi bir
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calismada, hedef hiicreye ulagan toksik materyallerin etkin konsantrasyonlarinin
azaldigr belirtilmistir (289). Bununla birlikte HEMA ve TEGDMA gibi hidrofilik
monomerlerin 6zellikle dentin bariyeri ince (1 mm) oldugu durumlarda diffiize
oldugu da kanitlanmistir (70,74) . Bu monomerlerin diffiize olan miktarlarinin in
vivo olarak pulpa hiicrelerinde toksik etki olusturabilecek diizeyde oldugu da

vurgulanmistir (74).

Ekstrakt testleri (Ekstraksiyon yontemi)

Adeziv restoratif materyallerin belirlenen boyutlarda hazirlanarak hiicre
besiyerinde belirlenen siirelerde %5 CO, iceren nemli etiivde 37°C ‘de bekletilmesi
ile ekstrakt elde edilir ve bu materyallerin icindeki tam olarak polimerize olmayan
monomerlerin besiyerine salinmasi saglanmis olur. Ekstraktlarin elde edilmesinde
hidrofilik (saline sollisyonu) ve lipofilik [dimetilsilfoksit (DMSO)] sivilar veya
etanol-su gibi karisimlar kullanilir (111,288,335). Bekleme siirelerinin sonunda elde
edilen ekstraktlar hiicreler tizerine uygulanir ve belirlenen sirelerde %5 CO, iceren
nemli etiivde 37 °Cde bekletilmelerinin ardindan secilen bir test yardimi ile
materyalin hiicre aktivitesi Gizerindeki etkileri saptanir (320).

Hicre kiltlri sitotoksisite testlerinin temeli, hiicrenin bir materyale karsi
canhlik belirtilerine dayanir. Canlilik, hticrelerin yagsamini siirdirmeleri ve
Uremelerini devam ettirebilmeleri olarak tanimlanir. Bir materyalin sitotoksik
etkisini belirlemek i¢in kullanilan testlerin tekrarlanabilir olmasinin yanisira, test
edilen konsantrasyonlarin doz-cevap egrisini vermeleri, hiicre sayisi ve test
sonucu arasinda dogrusal iliskinin olmasi, test sonucunda ortaya ¢ikan doz-cevap
egrisinin in vivo kosullara uyarlanabilir olmasi gereklidir.

Hucrelerin materyaller ya da ekstraktlari ile muamele edilmesi sonucunda
canli kalan hticre sayisi, protein sentezi, enzim aktivitesi, veya inflamatuar ajan
sentezi gibi bir cok parametre degerlendirmesi kullanilabilir (111). Toksik etki
sonucu kiltirde canli kalan hicrelerin oranini belirleyen canlilik testlerinde
genellikle vital boyalar ya da izotoplar kullanilir. Kullanilan vital boyalara 6rnek

olarak notral kirmizisi, vital olmayan boyalara érnek olarak ise tripan mavisi ve
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propidyum iyodir verilebilir. Testlerde, eozin, nigrosin, tripan mavisi gibi bazi
boyalarin canli hiicre icine girememe &zelliklerinden; nétral kirmizisi, diasetil
floresan gibi bazi boyalarin ve Cr izotopunun canli hiicre icine girebilme
yeteneklerinden yararlanilir (228,334,336,337).

Bazi in vitro testlerde sitotoksik etkinin gozlenebilmesi icin hiicrelerin
biyosentez ya da enzimatik aktiviteleri degerlendirilir. Deoksiribonukleik asit
(DNA) ya da protein sentezini degerlendiren gen aktivasyonu, ekspresyonu,
hiicresel oksidatif stres ve diger spesifik hiicresel fonksiyonlarin degerlendirildigi
testler bu tip testlere 6rnek olarak gosterilebilir (228). Hlicre metabolizmalarinda
olusan degisikliklerin tesbit edilebildigi ¢ok sayida 6rnegin incelenmesine olanak
vermesinin yanisira, hizli ve ucuz oldugu bilinen testlere 6rnek olarak ise 3-(4,5-
dimetialtiazol-2il)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-silfofenil)-2H tetrazolyum (MTS),
MTT, 2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-
tetrazo-lium hydroxide (XTT) testleri verilebilir (327,338,339) . Hiicre immin
fonksiyonlarinin  veya doku reaksiyonlarinin  degerlendirildigi farkli test
yontemlerine 6rnek olarak lenfosit ve makrofajlarin sitokin tretiminin 6l¢iilmesi,
lenfosit cogalmasi, kemotaksis (chemotaxis) veya T-hiicrelerinin koyun kirmizi kan

hiicrelerinde (rosettting) saptamasi verilebilir (228).

MTT (3-4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) Testi

Mosmann  tarafindan  gelistirilen ~ (340) ve  sitotoksisitenin
degerlendiriimesinde yaygin olarak kullanilan MTT testi, sari renkte, suda
cdzlinebilen tetrazolyum tuzlarinin (MTT), metabolizmalar aktif olan canli
hiicreler tarafindan alinmasi ve mitokondriyal bir enzim olan siksinik
dehidrogenaz tarafindan parcalanarak suda ¢ézilmeyen mor renkli tetrazolyum
formazan yan uriinl salinmasi esasina (hticresel dehidrogenaz aktivitesi) dayanir
(228). Canl hticrelerdeki mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini
parcalayabilmesi olarak bilinen indirgenme ve 6l hicrelerin bu boyayi indirgeme
Ozelligini  yitirmesi prensibinden yararlanilir. Bu ydntemle, bir hiicre

toplulugundaki canli hicrelerin orani, kolorimetrik ydntemle nicel olarak
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saptanabilmektedir (341). Formazan olusum miktarinin hiicre sayisi ile dogru
orantili olmasi esas alinarak kalan canl hticre sayilart MTT testi ile belirlenebilir.
(18,342,343) . Sitotoksik etki nedeni ile dehidrogenazlarin aktif olmadigr durumda
formazan olusumu gozlenmez. Sonugta canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renk boyanmakta, 6li ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Olciimler ise, plak okuyucusunda,
absorbans degerleri 570 nm dalga boyu kullanilarak yapilir (332). Suda
¢oziinmeyen formazan kristalleri DMSO veya baska bir organik ¢6zlcu i¢inde
¢6zlinebilir ve c¢6ziinen materyallerin  optik  yogunluklari  (absorbans)
spektrofotometre (570-690 nm) vyardimi ile Olcllir ve hicre hattinda
metabolizmalari aktif olan hiicre sayisi ile dogru orantili bir deger elde edilir. Diger
formazan olusturan kimyasallara 6rnek olarak ise yellow oxidized nitroblue
tetrazolium (NBT) ve XTT verilebilir. (228).

Hicre kultirh testleri; kisa sireli, kolay uygulanabilir ve sonuglarinin
tekrarlanabilir olmasi gibi bircok avantaja sahiptir. Elde edilen verilerin secilen test
yontemine baglh olmasi nedeni ile, test materyaline benzer materyallerin
karsilastirilarak test edilmesini gerektirmesi bu testlerin dezavantajlarindandir.
Hicre kiltird ydnteminde gdzlenen en buyik sorun ise in vivo kosullara
yorumlanabilir olup olmadigl ile ilgilidir. Bazi durumlarda bu yorumlamalar dogru
olabilir; &6rnegin bircok materyalin hiicre kiltirinde olusturdugu hasar
polimerizasyonunun ya da sertlesmesinin hemen ardindan izlenir. Bu duruma
benzer olarak derin restorasyonlarda gézlenen pulpal degisikliklerin restorasyon
uygulandiktan hemen sonra izlenmesi ve pulpanin saglikli olmasi ve rejeneratif
6zelliginin devam ediyor olmasi ile birka¢ hafta icinde ortadan kaybolmasi
sozkonusudur. Gozlenen bu reaksiyonlar restoratif materyalin baslangi¢
toksisitesi ya da kavite preparasyonunun yarattigi travma ile iliskilendirilebilir.
Bununla birlikte hiicre kdiltlrt testlerinden elde edilen bulgularla hasta
reaksiyonlarinin benzerlik géstermedigi durumlar da vardir. Bu duruma &rnek

olarak hiicre kdltiriinde yiiksek sitotoksik etki gosteren ¢inko oksit ojenoliin
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pulpa ekspoz olmadigl durumlarda dis dokularina toksik etkisinin olmamasi
verilebilir (111).

Dentin-pulpa kompleksinin canlilik ve fonksiyonunu siirdirebilmesini amac
edinen tedavi secenekleri, giin gectikce gelismeler géstermektedir. Bu gelismeler
1s1g1 altinda; dis hekimligine sunulan restoratif sistemlerin, dis ve agiz yumusak
dokularnt  lzerine olan etkilerinin degerlendiriimesinde hiicre  kdltdr
tekniklerinden faydalaniimakta ve ilerlemelere ayak uyduracak degerlendirme
testlerinin gelistirilmesi icin yapilan ¢alismalara devam edilmektedir. Restoratif
materyallerin  sitotoksik etkilerinin  bilinmesiyle, uygulanmasi planlanan
tedavilerde materyal se¢im agamasinda, insan saghginin korunmasi gerekliligi g6z
onidnde bulundurularak biyouyumlulugu daha yiiksek olan materyallerin tercih

edilmesi gerekmektedir.

2.3.3. Biyouyumlulugun Belirlenmesinde Mutajenite Degerlendirmeleri

Mutajenite, hiicre cekirdegini etkileyen ve genellikle DNA {izerinde
mutasyon gibi kalici nitelikte degisiklikler olusturan durum olarak tanimlanirken
canhnin genetik bilgisinde meydana gelen ve kusaktan kusaga aktarilan bu kalitsal
degisiklikler mutasyon olarak adlandinlir. DNA molekiillerinin bilgiyi depolama,
esleme (replike etme), aktarma ve desifre etme becerisi genetik fonksiyonun
temelini olusturur. Fakat DNA’nin hatalar yapmasi da ayni oranda 6nemlidir. DNA
dizilerindeki degisikliklerden kaynaklanan varyasyonlar olmaksizin fenotipik
cesitlenme, cevresel degisikliklere uyum ya da evrimin gerceklesmeyecegi de
bilinmektedir. Gen mutasyonlari, cogu yeni allellerin ve popiilasyonlardaki genetik
cesitlenmenin kaynagidir. Hiicre 6limd, genetik hastaliklar ve kansere yol acan
genetik degisiklikler ise olumsuz taraflari olarak kabul edilmistir (344).

Rezin esasli dental materyallerden salinan bazi monomerler direkt olarak
ya da “reaktif oksijen tirleri” (ROS; H,O,, stperoksit anyon, OH radikali)
Uzerinden indirekt olarak mutajenik etki gosterirler (225,227). Olasi toksik etkiye
sahip materyallerin hiicrelerdeki enzimatik olmayan detoksifikasyonunda anahtar

molekdl, tripeptid glutatindir (GSH). GSH ayni zamanda hiicredeki redoks
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(Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonu) dengesinden sorumludur. Gingival veya
pulpal fibroblast hiicrelerinin HEMA ve TEGDMA ile 2-6 saat etkilesimi sonucunda
GSH seviyesinde disls gozlenirken, ylikselmesi gereken oksidize GSH’nin yani
GSSH’in miktarinda artis gdzlenmemistir. Bu durum GSH’nin monomerlerle direkt
etkilesime girmesi ile aciklanabilir. Sonu¢ olarak HEMA, TEGDMA veya kompozit
rezin ekstraktlar ile temas sonrasinda hiicre ici ROS seviyesinde yiikselme
gozlenir. Bununla birlikte polimerizasyon sonrasinda kamforokinonun, hiicre ici
ve hiicre disi ROS konsantrasyonun da arttirdigi bildirilmistir (111,345). Ayrica
TEGDMA’nin mitokondriyal hasara neden oldugu belirtiimektedir (346). Kalitsal
Ozelliklerin ortaya c¢ikmasini saglayan genetik sifre; UV 1s18a, iyonize radyasyona
ya da kimyasal ajanlara ve monomer iceren dental rezinlere maruz kalinmasi ile
bozulma gdsterebilirken; genellikle mitokondri ve peroksizomlarin icinde ve
sitokrom P450 enziminde bulunan hiicre ici ROS miktarinin, bu etkenler ile artis
gosterdigi bilinmektedir. ROS Uretiminin hiicredeki mevcut anti-oksidan
kapasitesini asmasi sonucunda lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicresel
makromolekdiller tahrip olabilirler (227). TEGDMA’nin DNA molekiliind tahribi,
direkt olarak her iki ¢ift sarmal yapinin nikleofilik merkezine kovalent bag
araciligiyla baglanmasiyla ya da indirekt olarak ROS lretimiyle gerceklesir. Tahrip
olan DNA’nin replikasyonunun gen mutasyonlarina neden olmasinin yanisira,
zarar géren DNA bdlgesinin basarili bir sekilde tamir edilmesi ile hiicre yasamini
strdtrebilir. Tamir stirecinin tamamlanamamasi, DNA ¢ift sarmalinin bozulmasi ile
DNA replikasyonunun blokajina sebep olarak, hiicre déngiisiinde gecikme ya da
programlanmis hiicre yikimi (apoptozis) gibi ciddi ve geri doniisimsiz bir
tahribata yol acar. Apoptozis, hiicre ici ROS’tan bagimsiz olarak; metakrilatlarin
hiicresel kolestrol ve fosfolipitlerle etkilesime girerek membrana bagh
fonksiyonlari degistirmesi nedeni ile de gerceklesebilir (272,347). Genotoksisite ve
hiicre dongiisiindeki gecikmenin, ROS siipiriicl reseptdr [N-asetilsitein (NAC)]

varliginda engellendigi bilinmektedir (227,348).
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Gen Mutasyonlari

Mutasyonlar, protein kodlayan bir genin bélgeleri icinde ya da genin nasil
ifade edilecegini etkileyen gen disi bolgelerde olabilir ya da olmayabilir. Bu
nedenle mutasyonlar, fenotipte tanimlanabilen bir degisiklige yol acabilirler ya da
a¢mayabilirler. Mutasyonun bir organizmanin karakteristigini degistirme derecesi
nerede olustuguna ya da geni ne derecede degistirdigine baglidir. Mutasyonlar,
cesitliliklerinin ve etkilerinin degiskenlik géstermesi nedeni ile farkli sekillerde

siniflandiriimislardir (344).

Kendiliginden Olusan (Spontan), yapay (uyarilmis) ve adaptif (uyumsal)
Mutasyonlar

Belirli bir dis etki olmaksizin, normal hiicresel etkinlikler ya da ortamla
gelisi gizel etkilesimlerin sonucunda ortaya ¢ikan spontan mutasyon olusumu ile
iliskilendirilmis bir ajan (etken) yoktur. Genlerin niikleotid dizilerindeki rastgele
degisiklikler olarak kabul edilen bu etkiler enzimatik DNA eslenmesi
(replikasyonu) islemi sirasinda olusur. Genetik sifrelemedeki bir hata, kodlanan
proteinin aminoasit konsantrasyonuna da yansiyabilir. Aminoasit degisikligi
proteinin yapisal ya da biyokimyasal aktivitesi icin énemli oldugu durumlarda
fenotipik degisiklikleri ortaya ¢ikarabilir. Yapay mutasyonlar dogal ya da yapay
olarak siniflandinlan ve mutajen adi verilen kimyasal ya da fiziksel etkenlerle
meydana gelen mutasyonlardir. Adaptif mutasyon algilamasi, tartismali olan ve
organizmalarin belirli bir cevresel baskiya uyum saglamak icin gen mutasyonunun

dogasini “secebildigi” ya da “yonlendirebildigi” diistincesi etrafinda sekillenmistir

(349).

Mutasyonlarin olustugu bolgeye gore siniflandiriimasi

Mutasyonlar, somatik hiicrelerde ya da germ (soyhatti) hicrelerinde
olabilir. Gametlerde olusan soyhatti mutasyonlari kalitilabilir, kalitimla gecebilir ve
genetik hastaliklar kadar genetik cesitliligin ve evrimin de temelini olustururlar.

Otozomal mutasyonlar, otozomlar lizerinde yer alan genlerde olusurken, X’e
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bagh mutasyonlar X kromozomu Uzerinde bulunan genlerde olusur. Somatik
hiicrelerde izlenen mutasyonlar ise lokalize hiicre 6limd, hicresel fonksiyon
degisikligi ya da timor olusumuna yol acabilirler ve gelecek nesillere

aktariimazlar.

Molekiiler degisiklik tipine gére siniflandirma

Gen mutasyonlar siklikla, mutasyonu olusturan niikleotid degisikliklerine
gore siniflandirilirlar. Bir DNA molekiiliinde bir baz ¢iftinin diger bir baz ¢iftine
donitismesi baz yerdegistirme ya da nokta mutasyonu olarak adlandirilir.  Yanls
anlaml mutasyon (missense mutation) bir genin protein kodlayan kismindaki bir
tripletteki bir niikleotidin degismesi sonucu protein triiniinde farkl bir aminoasidi
kodlayan yeni bir triplet olusumu ile karakterizedir. Tripletin bir durdurucu
kodona doniismesi ve protein sentezinin (translasyon) sonlanmasi, anlamsiz
(nonsense mutation) mutasyon olarak tanimlanabilir. Sessiz (silent mutation)
mutasyon ise nokta mutasyonunun kodonda degisiklige neden olmasina ragmen
proteinin o pozisyonda bir aminoasit degisikligine yol agmamasi olarak ifade
edilebilir. Nikleotid yerdegistirmeleri degerlendirildiginde pirimidinin pirimidinle
purinin ise pdrinle yerdegistirmesi transisyon (gecis) olarak adlandirilirken,
transversiyon (degisim) pirin ve pirimidin yerdegistirmesidir (344). Gen icindeki
herhangi bir noktaya bir ya da daha fazla niikleotidin girmesi (insersiyon) veya
cikmasi (delesyon) gibi degisiklikler ile genin Griintini belirleyen sinirlar (okuma
cercevesi) icinde kodonlarin kaymasi ve bunun sonucunda da genin Griiniine ait
bilginin degismesi gozlenir. Bu durum cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlari
olarak adlandirilir ve baz ciftinin aradan ciktig1 veya yeni bir baz ¢iftinin yapiya

girdigi noktadan itibaren tim kodonlarin degismesine neden olabilir (344,349).

Fenotipik etkilerine goére siniflandirma
Yerlesim yerleri ve tiplerine gére mutasyonlar, sessiz mutasyonlardan
dominant/baskin &ldiriiciilere kadar genis bir fenotipik etki gosterebilirler. Bu

etkiye gore yapilan siniflandirmada mutasyonlar; islev-kaybi (loss-of-function),
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islev kazanci (gain-of-function), morfolojik bir 6zelligi etkileyen mutasyonlar,
besinsel/nltrisyonel veya biyokimyasal etkiler gésteren mutasyonlar, davranig
mutasyonlari, diizenleyici mutasyonlar, 6ldirici/letal mutasyonlar, kosullu (sarta
bagl) ve sicaga duyarli mutasyonlar olarak kategorize edilebilirler.

Temel olarak, materyalin bakteri ya da memeli hiicresi genomu tizerindeki
etkisinin degerlendirildigi bircok arastirma bulunmaktadir. Bakteriyel testlerin iki
hedefi vardir; bunlardan ilki karsinojenik olan ve olmayan kimyasallari
ayirtedebilmek, ikincisi ise genotoksik ajanlarin etki mekanizmasi hakkinda bilgi
sahibi olmaktir. Bakteriyel testlerle elde edilen bulgularin tam olarak gercegi
yansitip yansitmadigr ile ilgili ddstinceler olsa da kimyasallarin bakteriler
uzerindeki genotoksik etkileri ile memelilerdeki mutajenik ve timor
olusturabilecek etkileri arasindaki ytiksek iliski de bilinmektedir (350).
Karsinojenite degerlendirilmesinin yapildigi bir ¢calismada, rodentler {izerinde ¢ok
farkli dental materyallerin uzun sireli (hayvanin 6mri) etkileri degerlendirilmis ve
hicbir materyalin tiimoral olusuma neden olmadig belirtilmistir (351). Cogu in
vitro olmak lzere, kok kanal dolgu patlarinin, adeziv restoratif sistemlerin ve
simanlarin mutajenik etkilerini inceleyen arastirmalar disinda literatiirde dental
materyallerin  mutajenitelerinin  degerlendirildigi  ¢cok  fazla  ¢alisma
bulunmamaktadir (226,245,323,352). Gluteraldehit iceren dentin baglayicilar,
epoksi esasl kék kanal sealerlar ve bazi akrilik materyallerin, 6zellikle polimerize
olmadiklarinda ya da sertlesmediklerinde go6sterdikleri mutajenik etkiler de
literatiirde belirtiimektedir (27,226,245,352) .

Maddelerin, htcrelerin genetik materyalleri Gzerindeki etkilerinin
saptandigi (228) mutajenite testlerinin bulgularinin degerlendirilmesi ¢ok zordur.
Mutajenitenin materyallerin olasi karsinojenik etkisinin belirteci olarak kabul
edilmesinin yanisira  tim mutajenlerin karsinojen ya da tim karsinojenlerin
mutajen olup olmadig tartisma konusudur (111,228). 300 kimyasalin Ames
(Salmonella/mikrozom) testi kullanilarak incelendigi bir calismada karsinojenik
materyallerin yaklasik olarak %90’ninin mutajenik oldugu, karsinojenik etki

gostermeyen materyallerin ise %87’sinin mutajenik olmadiklar gosterilmistir
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(353). Daha giincel calismalar ise DNA ile direkt etkilesime giren karsinojenlerle
girmeyenler arasindaki farkhliklari ortaya koymaktadirlar. DNA ile direkt
etkilesime giren karsinojenlerin %80’i, Ames testinde pozitif sonug verirken bu
oran direkt etkilesimde olmayan karsinojenler icin %10’un altindadir (354).

Literatlirde, dental materyallerin karsinojenik etkisini gosteren klinik bir
calisma bulunmamaktadir. K6t huylu bir timéral olusumun gerceklesmesi igin
uzun sire gereksiniminin olmasi, klinik calisma yapilmasi olasili§ini azaltmaktadir.
Olasi karsinojenik etkinin belirlenmesinde indirekt ¢ikarimlarda bulunmak
mimkin olmaktadir (111).

Hicrelerin  genetik materyalleri Gzerindeki etkilerin, ¢ok farkh
mekanizmalarla  olustugu bilinmektedir. Genotoksik  mutajenler, farkli
mutasyonlarla hiicre DNA’sinda degisiklik olustururlar. Farkli kimyasallar spesifik
DNA mutasyonlan ile iliskilendirilebilirler. Genotoksik kimyasallar, mutajen
olabilirler ya da aktivasyon veya biyotransformasyon yolu ile mutajen etkiye sahip
olarak promutajen olarak adlandirlirlar. Epigenetik mutajenler tekbaslarina
DNA’da degisiklige neden olmazlar; fakat hormon gibi davranarak ve hiicre
biyokimyasinda ve immiin sistemde degisiklige neden olur ve timoér olusumunu
saglayabilirler (228).

Kisa zamanl in vitro test sistemleri, dis hekimli§ine sunulan restoratif
materyalerin kullanima baslanmadan 6nce genotoksik ve mutajenik potansiyelleri
acisindan test edilmeleri gerekliligi nedeni ile siklkla uygulanmaktadirlar. Bu
nedenle arastiricilar, karsinojenite taramalarina esas olabilecek kisa zamanda
sonug verebilen ve diistik maliyetli bircok kisa zamanli mutajenite test sistemlerini
gelistirmislerdir (355). Kisa zamanli bakteriyel testler; kimyasal tarafindan
olusturulan DNA hasari, mutasyon tiirii ve metabolizma sonucu ortaya ¢ikan yan
drtinler veya DNA onariminin genotoksik aktivite Gzerindeki etkileri hakkinda
bilgi sahibi olunmasini saglar. Genotoksik ajanin etki mekanizmasi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi karsinojenite tahmini acisindan énem tasimaktadir (350). Genetigi
degistirilmis bakterilerin kullanildigi Ames testi bu ydntemler icinde en siklikla

tercih edilenidir (356) ve bulgulari genomda degisiklik olusup olusmadigi ve
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bakterilerin sonraki jenerasyonlarina aktarilip aktariimadigi (mutajenite) hakkinda
bilgi verir (111). Mutajenitenin degerlendirildigi farkh bir test yontemi, bakteriyel
testlere alternatif olarak memeli hiicrelerinde uygulanabilen “Styles’ cell
transformation” testidir. Ames testi ile birlikte kromozomal aberasyon, “sister
chromatid exchange” ve fare lemfoma L5178Y hiicre mutajenite testleri kisa
zamanli mutajenite testlerine 6rnek olarak verilebilir (228) . Hipoksantin-guanin
fosforibosiltransferz enzimi (HPRT) kodundaki gen degisikliklerinin saptandig
HPRT testi ve kromozomlardaki morfolojik degisiklerin degerlendirildigi
mikronikleus testi olusan DNA hasarinin diger jenerasyonlara aktarilmadan
(genotoksisite) tesbit edilebildigi in vitro testlere drnek olarak verilebilir (257).
Midyeler gibi diisiik organizasyonlu hayvanlar lizerinde uygulanan genotoksisite
testleri genellikle cevresel toksikoloji calismalarinda kullanilir (245).

Mutajenite test sistemleri icinde, kisa zamanl bakteriyel testler daha basit,
hizli ve ekonomik olmalar nedeni ile tercih edilmekte, genotoksik ajanlarin,
taranmasi  ve yasal uygulamalarin  gerceklestiriimesinde 6nemli  rol
oynamaktadirlar (355,357). 1973’ten beri gelistirilen kisa zamanl bakteriyel
testlerden Ames (Salmonella/mikrozom) testi ile yapilan ilk ¢alismadan sonra,
cok fazla gelisme gosterdigi bilinmektedir. Bu durum genotoksik ajanlarin

belirlenmesi gerekliligine verilen dnemi ortaya koymaktadir (358).

Salmonella-Mikrozom Mutajenite (Ames) Test Sistemi

Dr. Bruce Ames tarafindan gelistiriimis ve Ames testi olarak adlandirilan
Salmonella mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirimasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu test sistemi, test
parametreleri acisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen karsinojen etkisi en
iyi bilinen kimyasallarla gecerliligi kabul edilmis geri mutasyon testidir
(355,356,359,360). Degerlendirmeler; sitokrom P-450 enzimlerini iceren memeli
karaciger post mitokondriyal slpernatant (S9) varliginda veya yoklugunda,
okzotrofik, histidin aminoasitine ihtiyac duyan, mutant Salmonella typhimurium

test bakterileri kullanilarak yapilmaktadir (361). Salmonella-mikrozom testi, basta
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ABD ve Japonya olmak (zere bir¢ok Ulke tarafindan kullanilmaktadir. Bu test
sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium bakterisinin LT2 atasal susundan in
vitro mutasyonla elde edilen Salmonella typhimurium his- mutantlarn, his
operonunun degisik bolgelerinde degisik birer mutasyon icerir. Salmonella-
mikrozom testi ile kimyasal maddelerin, bu test suslarini his+ revertantlar haline
donistiirme 6zellikleri saptanmaktadir (355).

Salmonella-mikrozom testi, bakteri DNA’si ile etkilesime girerek
mutasyona neden olan ajanlarin insan dahil diger tiirlerde de muhtemel
mutasyonlara yol acma yeteneginde olabilecegi ve karsinojenite ile yiiksek
korelasyon varsayimlarina dayanmaktadir. Ames test sistemi ayni zamanda,
kimyasallarin  mutajen veya kanserojen etkilerini ortadan kaldiran, bu
kimyasallarin ~ DNA  ile  etkilesimlerini ~ 6nleyen  antimutajenlerin  ve
antikanserojenlerin tayininde de kullaniimaktadir (362-364)

Test organizmasi olarak kullanilan Salmonella typhimurium, histidin
geninde olusturulan farkli mutasyonlarla gelismek icin, histidin gereksinimi duyan
degisik tipte oksotrofik mutantlara dénistirilmistir. Bir mutant sus, tek bir baz
degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken, kendiliginden ya da bir mutajen
uyarisiyla yabani tipe donustigiinde, transisyon ya da transversiyon seklinde
mutasyon gecirmis olmaktadir. Sonrasinda ise 6zgil baz ifti degisimlerini
gosteren diger suslar gelistirilmistir. Bilinen bakteriyel mutajenlerin biiylk bir
kismini belirlemede ¢ok hassas olduklari icin TA98, TA 100 kombinasyonu genel
olarak kabul gérmds test suslaridir (365).

Mutajenite testlerinde kullanilan Salmonella typhimurium mutant

suslarinin genetik 6zellikleri asagida verilmistir:

Histidin gereksinimi

Salmonella/mikrozom mutajenite test sisteminde kullanilan her test susu,
histidin operonunun degisik bolgelerinde cesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar
DNA’daki tek bir bazin degismesiyle ortaya c¢ikan baz degismeleri ya da ¢ikariimasi

ile kendini gésteren ¢erceve kaymasi mutasyonlaridir. Test edilen bilesigin neden
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oldugu mutasyonun esas mekanizmasi, molekiler diizeyde bu suslarla
gosterilebilir (355). DNA baz dizisi analizleri yapilarak Salmonella typhimurium his-
(histidin  gerektiren) mutantlarin mutasyonlarinin yerleri ve karakterleri
saptanmistir. Salmonella typhimurium TA100 ve TA1535 suslarindan saptanan His
G46 mutasyonu, histidin biyosentezindeki ilk enzimi kodlayan his G {izerindedir.
Bu mutasyon, his G geninde, losin aminoasidin kodonu olan -GAG-, -CTC-, yerine
prolin aminoasitinin kodonu olan -GGG-, -CCC-‘nin gelmesine neden olur.
Salmonella typhimurium TA100 ve TA1535 lzerinde meydana getirilen ve baz gifti
degisimine neden olan mutasyon, yine baz cifti degisimine neden olan mutajenler
tarafindan geri dondirdlir (355) His D3052 mutasyonu, Salmonella typhimurium
TA98 ve TA1538 suslarinda bulunur ve histidin biyosentezindeki son enzim olan ve
histidinolii histidine ceviren histidinol dehidrogenazi kodlayan his D geni
Uzerindedir. His D 3052 mutasyonu cerceve kaymasi tipinde bir mutasyon olup,
tek bir niikleotidin eksikligi (cerceve kaymasi) sonucu olusmustur. His D 3052
mutasyonu, His D geni icinde, - GCGCGCGC-, CGCGCGCG- dizimi olan, 8 kere
tekrarlanan GC dizisine sahiptir ve bu dizi -1 cerceve kaymasi mutasyon bélgesinin
yaninda bulunmaktadir (366). Salmonella typhimurium TA98 ve TA1538 suslari,
cerceve kaymasi tipi mutasyonlara neden olan mutajen maddelerle tekrar his+

hale geri donistirilmektedir (355).

rfa mutasyonu

Bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde
meydana gelen rfa mutasyonu, bakteri yilizeyini kaplayan lipopolisakkarit
bariyerinin kismen yok olmasina neden olur ve normalde hiicre duvarindan

gecemeyen biiylik molekdllerin hiicreye girisini kolaylastirir (355).

uvrB mutasyonu
DNA onarim sisteminde niikleotid kesip ¢ikarma (excision repair) onarim
sisteminde goérev alan uvrB proteinini kodlayan genin delesyonu ile olusan uvrB

mutasyonu, bircok mutajenin ortaya cikariimasinda duyarliligin artmasina neden
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olur. Ancak, teknik nedenlerden 6ttirti bu delesyon ile birlikte istenmeden, biyotin

ve nitrorediktaz enzimini kodlayan chl genleri de delesyona ugramistir.

R faktorii

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla Salmonella typhimurium
TA1538 ve TA1535 suslarina, ampisiline direnclilik geni tasiyan pkM101 R faktori
plazmidinin eklenmesiyle Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 suslari elde
edilmistir (355). R faktéri plazmidi iceren suslarin mutajenik ajanlara karsi
cevaplari, plazmidi icermeyen suslara goére oldukca yiikselmistir. Plazmit iceren
yeni suslar, gercekte mutajen 6zellikte olmasina ragmen orijinal suslarla zayif ya

da mutajen olmayan ajanlara karsi net bir pozitif cevap vermislerdir. (355)

S9 fraksiyonu (Metabolik aktivasyon sistemi)

Prokarsinojenlerin  mutasyona neden olan DNA’ya kovalent olarak
baglanma yetenegindeki elektrofilik bilesiklerin enzimatik transformasyonuna
kadar inaktif halde kalmalari nedeni ile (367) Ames testine, sican karaciger
9ooo0xg supernatantini ve kofaktorlerini iceren aktivasyon sistemi eklenerek
memelilerdeki biyotransformasyon olaylarinin benzeri saglanmaya cahsiimistir.
insanlarda ve yiiksek yapili canlilarda bulunan P450 sitokrom aktivasyon sistemi
bu enzimleri metabolize edebilme yetenegindedir. Sitokrom P450 aktivasyon
sistemi akciger ve bobreklerde cok disik, karacigerde ise yiuksek diizeyde
bulunmaktadir . Ames testinde kullanilan bakteriler bu sisteme sahip olmadig i¢in
memeli egzojen organ aktivasyon sisteminin test kimyasallari ve bakterilerle
birlikte petrilere ilave edilmesi gerekir. Metabolik aktivasyon sistemi;
fenobarbital, 5,6-benzoflavon veya karaciger enzim aktivitesini indikleyen

Aroclor 1254 ile beslenen sican karacigerinden elde edilir (355)

2.3.4. Pulpa hasari ve pulpa/dentin testi
Dis hekimleri icin dikkat edilmesi gerekli bir konu olan pulpal uyumlulugun

degerlendirilmesinde, ortodontik nedenle ¢ekilmesi planlanan insan disleri ya da
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deney havyalarinin disleri kullanilir (111,320). Deneysel olarak restoratif
materyallerin pulpa Uzerindeki etkilerinin histolojik olarak degerlendirilmesi ilk
olarak 1985’te Stanley tarafindan klinik 6ncesi kullanim testleri olarak
aciklanmistir (368). Dislerde olusturulan sinif V kavitelere test materyallerinin
uygulanmasindan sonra belirlenmis bir zaman sonunda dislerin cekilmesi,
pulpanin akut veya kronik inflamasyonu ve odontoblastik reaksiyon acisindan
histopatolojik olarak incelenmesi gerceklestirilir. Lezyonlarin siddeti doku
tzerindeki yapinin dagiimmna ve inflamatuar hiicre miktarina baghdir. Pulpanin
verecegi cevap ise hafif (hafif hiperemi, az miktarda inflamatuar hiicre
bulunmasi, odontoblastik alanda hafif hemoraji), orta siddetli (inflamatuar hiicre
miktarinda anlamli artis, hiperemi, odontoblastik alanda hafif bozulma) veya
siddetli (inflamatuar goc¢, hiperemi, restorasyon alanindaki odontoblastik
tabakanin tamaminda bozulma, predentin miktarinda azalma ya da izlenmemesi
veya lokalize apse) olarak siniflandirilabilir. Ctirtikla dislerde inflamatuar cevapta
en 6nemli hiicreler mononikleer hiicrelerdir. N6trofiller ise bakteri ya da bakteri
drlnleri varligr stiphesini dogurur (228). Kavite duvari bakteriyel penetrasyon
agisindan da degerlendirilir.

Pulpa/dentin testlerinde genellikle oblitere olmus dentin dokusunun
izlenmedigi saglikli dislerin kullaniimasinin ¢liriik dentinin altinda skleroze
dentinle karakterize klinik durumla farklilik yaratabilecegi bilinmektedir. Skleroze
dentinden olasi toksik etkiye sahip materyallerin penetrasyonu azalmistir; fakat
kron restorasyonu amaci ile prepare edilmis dentin dokusu ise pulpa/dentin
testlerine benzer bir durum olusturabilir. Ek olarak saglam bir dis pulpasi hasar
gormus bir disteki pulpa ile farkli tepkiler gésterebilir; kronik inflamasyona sahip
bir dis pulpasinin savunma mekanizmasi saglam pulpaya kiyasla azalmistir (111).
Bu yanilgilar elimine etmek amaci ile pulpa dokusunda olusan bakteriyel hasarin
degerlendiriimesine yonelik ¢alismalara agirlik verilmistir. Pulpitis gézlenen disler
Uzerinde uygulanan kullanim testleri olusan cevabin siddeti veya beklenen

reparatif dentin olusumu hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglamaktadir (228).
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Pulpa/dentin ¢alismalarinin direkt pulpa kaplamalari sonrasinda insanlarda
pulpa nekrozu ile sonu¢lanmasina ragmen deney hayvanlarinda diisiik reaksiyon
gosterdigi ya da inflamatuar reaksiyon gozlenmedigi bildirilmistir. Deney
hayvanlarinin, 6zellikle maymun pulpasinin kimyasallara daha dayanikli oldugu
fakat bakterilere ve bakteri toksinlerine daha az direngli oldugu bilinmektedir.
Bagka bir sorun ise hayvanlarin deneylerde kullaniimasinin duisindirici
olmasidir. Klinisyen acisindan bilinmesi gereken nokta ise pulpa/dentin testlerinin
klinik sonuglara uyarlanabilir oldugudur. Bu yéntemin dezavantajlari g6z 6niinde
bulunduruldugunda ise bu bulgularin hiicre kiiltiiri testleri ve klinik ¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir (111).



83

3. BIREYLER GERECLER VE YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakdiltesi Dis Hastaliklari

ve Tedavisi Anabilim Dali ve Agiz Dis Cene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dals;

Hacettepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Anabilim Dal,

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji B6limii Molekiiler Biyoloji Anabilim

Dali, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali ve

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’ nda in vitro ve in vivo

kosullarda 4 bdélim olarak gerceklestirilmistir. Tablo 3.1.’de ¢alisma basamaklart

belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calisma 6zeti

Adeziv
materyallerden
salinan artik
bilesenlerin HPLC

ile tesbiti

Materyallerin
sitotoksik
etkilerinin in vitro

olarak

degerlendirilmesi

Materyallerin
Materyallerin mutajenik biyouyumluluk
LA istatistiksel
etkilerinin in vitro olarak &zelliklerinin
degerlendirme
degerlendirimesi fn vivo olarak _
degerlendirilmesi

*Tek Yonli Vrayans
Analizi
* Tekrarl Olcimlerde
Varyans analizi

* Kullanilan test suslarive
kimyasal maddelerin temin
edilmesi

* (alismada kullanilan

(azeltiler ve besi
ortamlarinin hazirlanmasi

* (alismada kullanilan test
suslannin diretilmesi

* Calismada kullanilan
suslarin genetfik
\ i§aretlerinin kontrolii

J

Varyans Analizi
*Bonferonni Yontemi

’. *Spearman’intho |
Katsayisi Analizi

* Tekrarli Olgimlerde ‘

* ki YénliiVaryans
Analiai

[ * Kruskal Wallis Testi ‘
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Dis hekimliginde direkt olarak dislere uygulanan adeziv restoratif
materyaller, kompozit rezinler ve cam iyonomerlerdir. Herbiri kendi icinde bir
takim uygulama basamaklarini iceren bu materyallerden kompozit rezinler,
adeziv sistemlerle; cam iyonomer restoratifler ise primer ve/veya ytizey ortiicileri
ile uygulanirlar. Bu tez c¢alismasinda; adeziv restoratif sistemler olarak
tanimladigimiz ve klinigimizde rutin olarak uygulanan doért glincel sistemin
biyouyumluluklari degerlendirilmistir. Adeziv restoratif materyallerin olasi toksik
etkilerinden sorumlu olduklari distindlen artik bilesenlerinin sahm miktarinin
tesbitinin ardindan, hiicre kdltiriindeki sitotoksik ve  bakteri suslarindaki
mutajenik etkileri saptanmis ve bunlara ek olarak; materyallere karsi olusan
pulpal cevap in vivo kosullarda gézlemlenmistir.  Biyouyumluluklan
degerlendirilen bu adeziv restoratif sistemler ve O&zellikleri Tablo 3.2.’de

gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Test edilen adeziv restoratif sistemler

Adeziv Restoratif. Materyal Tiiri Uretici Kimyasallicerik
Sistem Firma

Karboksilik asitle modifiye dimetakrilat,
fosforik asitle modifiye akrilat rezin,

XP Bond iki Asamali 0707000223  Uretan dimetakrilat, TEGDMA, HEMA,
Etch&rinse Adeziv bitilize benzendiol, etil-4 dimetilaminobenzoat,
Sistem kamforokinon, fonksiyonelize amorf silika, t-
XPBond butanol
Qu“;ﬁ“ [[))eenTt:gy, Matriks: UDMA, TEGDMA,
Metakrilat Esasli Konstan’z Di- ve tri metakrilat rezinler,
Hibrit Posterior Almanya 07030000799  karboksilik asitle modifiye dimetakrilat rezin,
Quixfill Kompozit Rezin biitilize hidroksitoliien, UV stabilizatort,
Restoratif kamforokinon, etil-4-dimetilaminobenzoat
Doldurucu: Silanize stronsiyum, aliminyum,
sodyum flordr, fosfat, silikat cam
HEMA, BIS-GMA, su, etanol,
Silorane fosforik asit-metakriloksi- hegzilester,
Primer silanla muamele edilmis silika,
Primer 20090220 1,6-hekzandiol dimetakrilat,
akrilik ve itakonik asit kopolimer,
(dimetilamino) etil metakrilat,
dl-kamforokinon, fosfin oksit
Slluruns 35“3 EgE]E Silbstitiiye dimetakrilat;,
ABD ! silanla muamele edilmis silika, TEGDMA,
Silorane Adeziv Rezin 20090220 fosforik asit- metakriloksi-hegzilester,
Bond dl-kamforokinon,

hekzandiol dimetakrilat

3,4 epoksisiklohegziletilsiklopolimetilsiloksan,
Silorane Siloran Restoratif 20090220 bis-3,4- epoksisiklohegziletilmetilsilan,
silanize cam, yitriyum floriir, kamforokinon

Fuji IX Giclendirilmis Cam Toz: poliakrilik asit,
GP Extra iyonomer GG, 0802252 floroalumino-silikat cam
Restoratif Tokyo Likit: poliakrilik asit, su
. B e e Japonya = . .
G Coat Yizey Ortict 0808181 Uretan metakrilat, MMA, kamforokinon,
Plus silikon dioksit, fosforik ester monomer
Ketac N Nanoiyonomer Su, HEMA,
100 Primer 20070917 akrilik/itakonik asit kopolimer,
Primer 1sikli-baslaticilar
3M ESPE,

Pat A: silanla muamele edilmis cam,

Ketac i;:];i]d; silanla muamele edilmis ZrOz2 silika,
N 100 Isikla Sertlestirilen Y silanla muamele edilmis silika,
Nanoiyonomer 20070917 PEGDMA ,HEMA | Bis-GMA , TEGDMA
Restoratif Pat B: silanla muamele edilmis seramik, silanla

muamele edilmis silika, su , HEMA,
akrilik/itakonik asit kepolimer
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3.1. Adeziv Restoratif Materyallerden Salinan Artik Bilesenlerin Yiiksek

Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Saptanmasi

3.1.1. Materyallerin Uretici Firmalarin Onerileri Dogrultusunda Hazirlanmasi

Posterior Hibrit Kompozit Restoratif Sistem “ XP Bond ve Quixfill”’

Etch&rinse adeziv sistem XP Bond, 5 mm ¢apinda ve 1 mm ytiksekligindeki
teflon kalip icerisine uygulanarak, tretici firmanin onerileri dogrultusunda 10
saniye (sn) LED “Light Emitting Diode” ile (Elipar Free Light, 3M Espe, AG,
Almanya, 1007 mW/cm?) polimerize edilmistir. Restoratif materyal Quixfill ise 5
mm c¢apinda 4 mm yiksekliginde teflon kaliplara 2 tabaka halinde uygulanmis ve

dretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 40’ar sn polimerize edilmistir.

Silorane Sistem “Silorane ”

Bu restoratif sistem, primer ve adeziv rezinden olusan self-etch adeziv
sistem ve restoratif materyalden olusur. Restoratif materyal, 5 mm ¢apinda 4 mm
ylksekliginde teflon kaliba 2 tabaka olacak sekilde uygulanarak Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda 40’ar sn polimerize edilmistir. Silorane primer ve Silorane
Bond ise 1 mm yiksekliginde ve 5 mm capinda olan teflon kaliplara uygulanarak

10 sn polimerize edilmistir.

Giiclendirilmis Geleneksel Cam iyonomer Restoratif Sistem “Equia ”

Kapstil seklindeki restoratif materyal Fuji IX GP Extra’nin, amalgamatérde
(Ultramat 2, SDI, Avustralya) 10 sn karistirlmasi ve uygulama aparati ile 5 mm
capinda 4 mm yuksekligindeki teflon kaliplara aktariimasinin ardindan,
sertlesmesi beklenmistir (2 dak, 30 sn). Klinik uygulamada bu restoratif
materyalin birlikte kullanildig1 G Coat Plus yiizey drtiicli ise 5 mm ¢apinda 1 mm
ylksekligindeki teflon kalip icerisine uygulanarak dretici firmanin Onerileri

dogrultusunda 10 saniye polimerize edilmistir.
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Isikla Sertlesen Nanoiyonomer Restoratif Sistem “ Ketac N 100 ”

Ketac N 100 Primer, 5 mm capinda 1 mm yuksekligindeki teflon kalip
icerisine uygulanmis ve dretici firmanin onerileri dogrultusundan daha fazla
olmakla birlikte 20 sn polimerize edilmistir. Restoratif materyal ise pat
kivamindaki baz ve katalizériiniin uygulama aparatindan esit oranlarda karistirma
kagidina aktarilmasinin ardindan, dretici firmanin  dnerileri  dogrultusunda
karistinlmig ve 5 mm ¢apinda 4 mm yiiksekligindeki teflon kalip icerisine, her bir
tabaka 40 sn polimerize edilerek 2 tabaka halinde uygulanmustir.

Tdm materyallerin seffaf matriks band ile kapatiimasi ve teflon kalip icinde
ve cikarildiktan sonra polimerize edilmesinin ardindan; iceriginde monomer
bulunmayan Fuji IX GP Extra disinda test edilmesi amaclanan toplam 8 grup
materyal 6rnegi HPLC [likit kromatografisi/kiitle spektroskopisi (LC/MS)] analizi

icin hazirlanmistir.

3.1.2. Materyallerin Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplam 10 ml ekstrakt ortami kullanabilmek amaci ile, her gruptan
restoratif materyaller icin 9; primer, adeziv rezin ve ylzey ortiiciler icin 18 adet
test materyali 6rnegi hazirlanmistir. 1, 2, 7 giinlik ekstraktlarin elde edilmesi
amaci ile toplamda restoratif materyaller icin 27, primer, adeziv sistem ve ylizey
Ortiicl icin ise 54 Ornek hazirlanmig ve o6rnekler hazirlanmalarinin ardindan
tartilarak (Mettler Toledo, Kolombus, ABD), agirliklari miligram (mg) cinsinden
kaydedilmistir. Silorane disindaki 6rnekler %70 metanol- deiyonize su karisiminda
(Sigma Aldrich, St Louis, ABD), Silorane Restoratif’e ait 6rnekler metanol icinde

karanlik ortamda 1, 2 ve 7 giin bekletilmistir.

3.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatgografisi (Likit Kromatografisi/Kiitle
Spektroskopisi)

Ekstraktlarin  degerlendiriimesinde, Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Farmasotik Kimya Bolimi’ne ait Waters Alliance 2695 Separations

Module HPLC Sistemi, Waters 2996 Photodiode Array Dedektér ve Waters
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Micromass ZQkitle spektrometresi kullaniimistir (Meadows Instrumentation
Inc., ABD) (Sekil 3.1.1.). HPLC calismalari &ncesinde, cihazin kromatografi
sartlarinin saglanmasi ve kalibrasyonunun yapilabilmesi amaci ile standart
caisma ¢ozeltileri  hazirlanmistir. Adeziv restoratif materyallerden salimi
gerceklestigi disinilen test monomerlerinin stok ¢Ozeltileri
[Decametilsiklopentasiloksan (D5), metanol icinde; diger tim monomerler, %70
metanol-deiyonize su karisiminda] belirli hacimlerde seyreltilerek (0.05, 0.1, 0.2,
0.4, 0.5, 0.6 ve 0.8 mg/mL olmak tizere) alti farkli konsantrasyonda calisma
¢Ozeltileri elde edilmistir. Her bir monomere ait kromatogramdaki pikin altinda

kalan alan ve konsantrasyon, grafige gegirilmistir.

Sekil 3.1. HPLC (LC/MS) Sistemi (Waters 2695)

Test edilen monomerler ve hazirlanan standart calisma ¢ozeltilerine ait

bilgiler Tablo 3.1.1.’de verilmektedir.
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Tablo 3.1.1. Calisma ¢6zeltilerini hazirlamada kullanilan monomerler

Kisaltma Molekiil Molekiller Monomer Uretici
Monomerler Isimleri Formiilleri Ai';::ﬂ'?” yapilari Firma

Trietilenglikoldimetakrilat

2-Hidroksietilmetakrilat

Metilmetakrilat

Dekametilsiklopentasiloksan

Standart calisma ¢ozeltileri ile calisma sonrasinda test edilen adeziv
retoratif materyallerin ekstraktlar; 25°C’de 0,7 ml/dak akis hizinda izokratik
eliisyon ile analiz edilmistir. Analiz sirasinda kullanilan kolon; 15 cm uzunlugunda,
4 mm capinda ve 5 pm partikil buytklGgiine sahip 121-1504 katalog nolu C-18
kolondur (Ace, ingiltere). Silorane disindaki tiim materyaller icin mobil faz olarak
%70 metanol - %30 deiyonize su ¢dzeltisi, Silorane i¢in ise metanol kullaniimistir.
Silorane icin kitle dedektér, diger tim materyaller icin photo diode array (PDA)
dedektor kullanilmistir. Kitle dedektér, analizi yapilan monomerlerin molekiiler
agirhginda (Kon voltaj:27,20 V, Kapiller voltaj; 3,84 kV, elektrosprey+, kaynak
sicakhgr: 100°C, desolvation sicaklig:120°C, kon gaz akisi: 50 L/saat; desolvation
gaz akisi: 500 L/saat +); diyot dizi dedektor ise tim monomerler i¢in 200-220 nm
arasinda olmak UGzere belirlenmistir. Her 6rnekten kolona enjekte edilen sivi

hacmi 20 pl olarak belirlenmistir. Silorane icinde bulunan monomerlerin
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belirlenmis molekdler agirliklarina ve diger monomerlerin maksimum absorbsiyon
gosterdigi dalga boyunda lc¢ boyutlu kromotogramlar elde edilmistir. Her bir
analizin siiresi yaklasik olarak Bis-GMA iceren adeziv restoratif materyaller icin 15,
icermeyen materyaller icin ise 6 dakika sturmis ve her bir analiz 3 kere
tekrarlanmistir.

Elde edilen ekstraktlar icindeki monomer miktarinin belirlenmesi amaci
ile, monomerin HPLC standartlan igin 6nceden hazirlanmis kalibrasyonlar
referans alinmistir. Standart c¢Ozeltilerin  HPLC ile analizleri sonunda,
monomerlerin  pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar kullanilarak
kalibrasyon grafikleri hazirlanmistir. Monomerlerin lineer kalibrasyon denklemi ve
korelasyon katsayisini  elde etmek amac ile, standart cdzeltideki
konsantrasyonlari lineer regresyon analizine tabi tutulmustur. Lineer kalibrasyon

denklemlerine ait bilgiler Tablo 3.1.2.” de verilmistir.

Tablo 3.1.2. Lineer regresyon analiz bulgulan

Monomerler | Dalgaboyu

(nm)

Bis-GMA 201 0,989  y=(3x10%)x-0,0233
TEGDMA 206 0,96  y=(6x10®)x-0,0798
UDMA 206 0,9962 y=(6x-10%)x-0,0151
HEMA 207 0,9292  y=(9x10%)x-0,1595
BPA 202 0,9678  y=(5x10%)x-0,1312
MMA 206 0,9978 y=(3x10%)x- 0,0047
EDGMA 206 0,9857 y=(2x10%)x-0,0038

x: konsantrasyon, y: alan, r* korelasyon katsayisi Katsayilar model dogrusallastirldiktan sonra

elde edilmistir.

Silorane icindeki bilesen standartlarinin temin edilememesi nedeni ile, bu

materyalin farkl gilinlerde elde edilen ekstraktlar icin lineer kalibrasyon
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denklemlerinin ardindan kromotogramlarda elde edilen alanlar kaydedilmistir.
Silorane disindaki tum materyaller icin kromotogramlarda elde edilen alanlar,
konsantrasyonlari ug/mL cinsinden hesaplanarak istatistik degerlendirme igin

kullanilmistir.

3.2. Materyallerin Sitotoksik Etkilerinin in Vitro Olarak Degerlendirilmesi

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Bu tez calismasinda, toksisite testlerinde kullanilan ve fare deri alti bag
dokusundan elde edilen fibroblast kokenli ve L Strain hiicrelerinden tiiretilmis
L929 fare fibroblastlarindan olusan klonal hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicre
hatti, devamli olarak pasaj yapilan Tarim ve Kdyisleri Bakanhigl Sap Enstitiisi
Midirligiine ait Hicre ve Virlis Bankas’ndan (HUKUK) elde edilmis (Hiicre
Kaltird Koleksiyonu 92123004), 3. pasajda dondurulan L929 fare fibroblasti
hiicreleri (16/05/2008 = dondurma tarihi) kullanilmistir. Hicreler &ncelikle, 25
cm”lik flasklarda %10 serum (FBS, Hyclone) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Sigma) ortaminda kiiltiire edilmistir. Hicrelerin inkiibasyonu,
37 °C'de, %5 CO, ortaminda gerceklestirilmistir. L-929 hiicreleri, 75 cm?lik kiltdir
kabinda (Nunc, Danimarka) DMEM hiicre kiltiir ortami icerisine %10 oraninda FBS
(FBS, Hyclone Utah ABD ), %1 oraninda antibiyotik soltisyonu (Penicillin,
streptomisin, Hyclone Utah ABD) ilave edilerek 37°C’de %5 CO,, %95 hava iceren
%95 bagil nemli ortamin saglandig! etiivde (Heraeus, Almanya) inkiibe edilerek
tretilmistir. Hicreler, monolayer (tek tabaka) olarak Uretildikten ve kdltir kabinin
tabanindaki yiizeyi tamamen kapladiktan sonra pasajlanmistir. Hicre pasaj
yapilmadan énce 25 cm”lik kiiltir kabi éncelikle DPBS (Hyclone Utah ABD) ile
yikanmistir. Daha sonra, Trypsin-EDTA Soliisyonu (Hyclone Utah ABD) ilave
edilmis ve 5 dak beklenmistir. Tripsinin proteolitik etkisi ile birlikte hiicreler
ylizeyden kalkmis ve ortam icerisine alinan bu hiicrelerin santrifiijde 1000 rpm’de

5 dak ¢oktirilmesi ile siipernatant uzaklastinlmistir. Uzerine 5 mL ortam ilave
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edilerek stispansiyon haline getirilen hiicreler, sitotoksisite testlerini

gerceklestirmek amaci ile 24 gozli kaltir kaplarina ekilmistir.

3.2.2. Materyallerin Uretici Firmalarin Onerileri Dogrultusunda Hazirlanmasi
Tez calismasinda degerlendirmeyi planladigimiz toplam 9 grup adeziv
restoratif materyal, daha o6nce belirtildigi sekilde teflon kaliplarda retici

firmalarin 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir.

3.2.3. Materyallerin Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplam 10 ml ekstrakt ortami elde edebilmek icin; her gruptan restoratif
materyaller icin 9 (5 mm ¢apinda 4 mm ytiksekliginde); primer, adeziv sistem ve
ylizey Ortiici icin 18 adet (5 mm capinda 1 mm yiiksekliginde) olmak tzere; tim
ornekler steril teflon kaliplarda tretici firmalarin énerileri dogrultusunda laminar
flow (Bioair, italya) icinde steril sartlarda hazirlanmistir. Ornekler %10 serum
iceren DMEM icinde 37°C’de inkiibe edilmis, 6rneklerin yiizey alani birim hacim
basina restoratif materyaller icin 0,9184 ¢cm’, primer, adeziv sistem ve yiizey
ortiicii icin 0,9891 cm?® olacak sekilde hazirlanmistir [0,5-6 cm?/mL,(22) ].

Orneklerin besi ortami icinde bekleme siirelerine gore 3 grup (1, 2 ve 7
gin) olusturulmasi amaci ile; ekstraktlari alinmadan hemen 6nce her gruptan
toplamda restoratif materyaller icin 27, adeziv sistemler icin 54 0&rnek
hazirlanmistir.  Belirlenen sireler sonunda o&rnekler uzaklastinlmis ve besi

ortamlari 0,2 pm’lik filtrelerden gecirilerek sterillenmistir (Sekil 3.2.1.).
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Test Test materyallerinin ve ekstraktlarin
materyalleri hazirlanmasi

Sekil 3.2.1. Test ekstraktlarinin hazirlanmasi

3.2.4. Sitotoksisite Testlerinin Uygulanmasi

Test edilecek ekstraktlarin, L 929 hiicre kdiltlrli (zerinde, sitotoksik
etkilerinin olup olmadigr MTT testi ile arastinlmistir. Hiicreler deneyler icin yeterli
saylya eristiklerinde, tripsinlenerek toplanmis; Tripan mavisi ile boyanarak,
Neubauer lami ile sayilmis ve mililitrede 5x10* hiicre olacak sekilde hazirlanmistir.
Daha sonra, hiicreler 24 g6zt kiltir kaplarina (Nunc, Danimarka) 1 ml hicre
sispansiyonu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuklara yapismalari icin 24
saat beklenmistir. Ardindan besiyeri, hicreler (zerinden uzaklastinlmis ve
hiicreler G¢ farkl siirede (1, 2 ve 7 giin) hazirlanmis ekstraktlar ile muamele
edilmislerdir. Her bir géze 1 mL ekstrakt eklenmis ve yapilan tiim analizlerde (¢
paralel 6rnekle calisilmistir. Hiicreler test maddeleri ile 37°C’de, %5 CO,’li nemli
ortamda 24, 48 ve 72 saat inkilbe edildikten sonra optik mikroskop (Olympus

IX71, Japonya) altinda morfolojik incelemeleri gerceklestiriimis ve mikroskoba
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bagli dijital kamera (Olympus C-400, Japonya) ile fotograflar cekilmistir. Hicre
proliferasyonunu (cogalmasini) belirlemek amaci ile, MTT testi uygulanmistir.
Ekstraktin eklenmedigi grup, kontrol grubu olarak kullanilmistir. Hucrelerin
inkiibe edildigi test ekstraktlarini iceren besi ortami, hicreler (zerinden
uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklara 600 pL serumsuz besi ortami ve 60 uL MTT
(2,5 mg/mL steril PBS) ¢dzeltisi eklenmistir.

Hicreler %5 CO, iceren 37°C’deki inkiibatérde 3 saat inkiibe edilmislerdir.
MTT solisyonunun canli hicrelerin mitokondrilerinde formazan kristallerine
donustirilmesi ve formazan kristallerinin isopropanol icinde ¢6zdurilerek
absorbans degerlerine bakilmasi sonucu formazan kristallerinin yogunluguna
bagl olarak hiicre canliigi hakkinda bilgi edinilmesi amacglanmistir. 3 saatin
sonunda ornekler Gzerindeki ortam cekilerek, yerine 400 pL isopropanol (0,04 M
HCL iceren) eklenmis ve olusan formazan kristallerinin ¢6ziinmesi beklenmistir.
Her bir érnegin lzerinden 200 L siipernatant alinarak, 96-gozli kultir kabina
koyulmustur. Bu siirenin sonunda hicrelerin optik yogunluklari 690 nm referans
olmak Uzere 570 nm’de mikroplate okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile

spektrofotometrik olarak dl¢tlmustir (Sekil 3.2.2.).

L92g hiicrelerinin
inklibasyonuve optik
mikroskop ile hiicrelerin
goruntilenmesi

MTT solusyonunun
eklenmesive mikroplate
okuyucuile
spektrofotometrik
olgliim

Sekil 3.2.2 MTT testi uygulama asamalari
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Hticrelerin o6lctlen optik yogunluklarinin kontrol gruplarina gore yiizdelerinin

alinmasi sonrasinda % hiicre canliigr degerleri elde edilmistir “Formiil 3.1.”

Test gruplarinin optik yogunlugu

Hiicre Canliligi (%) — 100
Kontrol gruplarinin optik yogunlugu

Formiil 3.1. Hiicre canhliginin tesbitinde uygulanan formdl (290)

3.3. Materyallerin Mutajenik Etkilerinin in Vitro Olarak Degerlendirilmesi

3.3.1. Test Hazirhiklarinin Yapilmasi

Kullanilan Test Suslari ve Kimyasal Maddelerin Temin Edilmesi

Test Suslari

Ames test sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suglari Dr. Bruce N Ames’ten (California Universitesi , Berkeley) temin edilmistir.
Tdm calismalarda, her bir bakteri susu, her 10 mililitreye 100 pl gecelik kltdr

ekilerek, calkalamali etiivde, 37°C’de, 1-2x10° bakteri/ml olacak sekilde tretilmistir.

Pozitif Mutajenler

Ames test sisteminde, rat karaciger S9 fraksiyonu yoklugunda, TA 98 susu
icin pozitif mutajen olarak 6 pg/plak Danomisin (Daunomicina, Deva Holding A.S),
TA100 susu icin ise 1,5 pg/plak Sodyumazid (NaN;) (Sigma Aldrich, Almanya)

kullanilmugtir.

Diger Kimyasal Maddeler
D- biyotin, L- histidin- HCl monohidrat, kristal viyole, tetrasiklin, sitrik asit
monohidrat, sodyum amonyum fosfat ve D- glukoz Sigma’dan (Sigma Aldrich,

Almanya); ampisilin trihidrat ve etanol (%99 saflikta) Fluka’ dan (Fluka, Almanya);
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Oxoid agar, Oxoid niitrient broth no:2 Oxoid’den (Oxoid, ingiltere); magnezyum

slilfat ve potasyum fosfat Merck’ten (Merck, Almanya) saglanmistir.
GCalismada Kullanilan Cézeltiler ve Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Vogel-Bonner-E Tuz Cozeltisi (50 x VB)

Tablo 3.3.1. Vogel-Bonner-E tuz ¢dzeltisi icerigi

1000 ml icin

Distile su 670 ml
Magnezyumssiilfat (MgSO, 7H,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g

Potasyum fosfat, dibazik (susuz, K,HPO,) 500 ¢
Sodyum amonyum fosfat (NaNH,PO, 4H,0) 175¢

Cozelti  hazirlanirken,  sicakligin  ¢ézunirlige olan  etkisinden
yararlanilmistir. Hazirlama islemi manyetik karnstiricli isitici Gzerinde yapilmis;
tuzlar 45°C sicakliktaki ihk suya sirasi ile eklenmistir. Ekleme islemi yapilirken,
eklenen kimyasalin tamamen ¢6ziinmesi beklenerek geri kalan tuz ilave edilmis ve
toplam hacim, distile su ile, toplamda 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavda
121°C’de 20 dak boyunca steril edilen tuz ¢dzeltisinin nutrient agarl plaklar disinda

tim besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilmasi amaglanmistir.

Minimal Glukoz Agarli Besi Yeri

Tablo 3.3.2. Minimal glukoz agarl besiyeri igerigi

1000 ml icin

Distile su 88oml
Bacto agar 15¢
50X VB tuzlan 20ml

% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml



97

50xVB tuzlar ve glukoz ayri olarak steril edildikten sonra agar ile
karistinlarak yaklasik 9,5 cm ¢apl plaklar icin yaklasik olarak 25 ml olacak sekilde
dokilmistir. Bu besi yeri, kendiliginden geriye doénen koloni sayilarinin

incelenmesinde ve mutajenite deneylerinde kullanilmistir.
Ampisilin Cozeltisi (8 mg/ml)

Tablo 3.3.3. Ampisilin ¢6zeltisi icerigi

100 mlicin
Ampisilin trihidrat 0,8 g
0,02 N NaOH 100 ml

Bu ¢6zelti, pkKM101 plazmidi (R faktdr) tasiyan suslarin genetik isaretlerinin

kontroliinde ve master plaklarin hazirlanmasinda kullaniimistir.
Histidin- Biyotin- Ampisilin ve Tetrasiklinli Besiyeri

Tablo 3.3.4. Histidin-Biyotin ve Tetrasiklinli besiyeri icerigi

1000 ml icin

Distile su 670 ml
Bacto agar 15¢g
50X VB tuzlari 20 ml
% 20 glukoz ¢ozeltisi 10 ml
Steril histidin HCI (% 0,5) 10 ml
Steril 0,05 mM biyotin 6 ml
Steril ampisilin ¢ozeltisi 3,15 ml

Bu besi yeri, pKM101 plazmidini tasiyan suslarin direnglilik 6zelliklerinin
test edilmesi ve master plaklarin hazirlanmasinda kullanilmistir. Besi yeri icinde
yer alan %0,5 L-histidin HCl ¢ozeltisi ile 0,05 mM biotin ¢ozeltisi, steril bir kapta

steril distile su ile ¢alkalanarak hazirlanmistir.
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0.05 mM Histidin-Biyotin Cozeltisi

Tablo 3.3.5. Histidin-Biyotin ¢ozeltisi ierigi

250 mi icin
Distile su 250 ml
L-histidin HCI(MA: 191,7) 24 mg
D-biyotin (MA: 244,3) 30,9 mg

Bu ¢ozelti, her 100 ml’lik Gst agara 10 ml eklenerek kulaniimistir. Deney
sisteminde kullanilan suslar; histidin oksotrofu olmalari sebebi ile, histidin-biotin
cOzeltisi eklenmeyen ortamda lreme goOstermezler. Ortama eser miktarda
eklenen 0,05 mM histidin-biotin ¢6zeltisi bakterilerin birkag¢ béliinme ge¢irmesine
olanak saglamaktadir. Cozelti, otoklavda 121°C’de 20 dak steril edildikten sonra

kullanilmistir.
Ust Agar (Top Agar)

Tablo 3.3.6 Ust agar icerigi

100 ml icin
Distile su 100 ml
Nadl 0.5¢
Bacto agar 0.6 g

Karigim, 121C°’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Mutajenite
deneylerinde test edilen kimyasal madde, bakteri ve 0.05 mM histidin-biotin
¢ozeltisi karisimmin homojen olarak karistirilmasina olanak saglayip, minimal
glukoz agarl plaklar Gzerine ikinci bir tabaka olarak eklenmesi amac ile

kullanilmistir.
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Kristal Viyole Cozeltisi (%0,1’lik)

Tablo 3.3.7 Kristal viyole ¢6zeltisi icerigi

100 ml icin

100 ml

0,1g

Suslarin rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarinin kontrol edilmesi sirasinda

kullaniimustir.

Sivi Ortam (Niitrient Broth)

Tablo 3.3.8. Nutrient Broth icerigi

100 mlicin

OcldntirntbrothNos 158

Bakterilerin (retilmesinde kullanilan bu ortam, 121C°’de 20 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.
Niitrient Agarli Besi Yeri

Tablo 3.3.9. Nutrient agarli besiyeri igerigi

stile - 1000 ml
158
158

Bu besi yeri, bakteri lretmek icin kullanilan kati ortamdir. Deney

sisteminde kullanilacak suslarin uvrB, rfa mutasyonlarinin kontroliinde ve
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sitotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilmistir. 121C°’de 20 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.

Calismada Kullanilan Test Suslarinin Uretilmesi

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari, ya sivi ortamda retilip
klguk steril filtre disklere emdirilmis olarak ya da liyofilize olarak temin edilmistir.
Diske emdirilmis olarak elde edilen suslarda, bakteri emdirilmis diskin ylzeyi
oncelikle nitrient agarli plaga sirilerek temizlenmis ve daha sonra siviortam
icerisine aktarilarak Gremesi saglanmistir. Liyofilize halde gelen suslar
kullanabilmek icin ise, aseptik sartlarda kilttiri sulandirmak amaciyla izerine sivi
ortam eklenmistir. Sulandinlan kiltiirden nitrient agarli plaga tek koloni ekim
teknigi uygulanarak bakteri ekimi yapilmistir.

Nutrient agarl plaklar, 37°C’de bir gecelik inkiibasyonun ardindan treme
agisindan kontrol edilmistir. Tek kolonilerin gézlenebilmesi durumunda, saglkl
gorinen bir koloni alinarak yeterli histidin, biotin ve ampisilin ile desteklenmis
minimal glukoz agarli plaklara tek koloni ekim teknigi yapilmistir. Bu saflastirma
basamagi en az 2 defa tekrar edilmistir. Saflastirma basamaginda, uygun
¢Ozeltiler ve besinler (nitrient) ile desteklenmis minimal glukoz agarl ortamlar
yerine nitrient agarin da kullanilabildigi, fakat bu durumda kontaminasyon
riskinin arttig1 bilinmektedir. Minimal glukoz agarl plaklar lzerinde iyi bir Greme
gozlemlemek icin 37°C’de 2 giinliik inklibasyon gereklidir (355).

Ames test sistemi uygulanirken, sitotoksisite ve mutajenite deneyleri
sirasinda 1-2x10°  bakteri/ml kullanilmasi ongorilmektedir. Ureme miktan
spektrofotometrik Ol¢limlerle veya niitrient agarli plak lizerinde canli hiicre

sayimi yapilarak gerceklestirilmistir.
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Calismada Kullanilan Suslarin Genetik isaretlerinin Kontrolii

Histidin Gereksiniminin Kontrolii

Kullanilan test suslarinin timd, histidin oksotrofudurlar (his’). Suslarin bu
karakterleri, ayni koloninin minimal glukoz agarli plaga ve histidin ile
desteklenmis minimal agara ekilerek Gremelerinin karsilastinlmasi ile
degerlendirilmistir. Bu karakter, suslarin minimal glukoz agarli ortamda treme
gostermemeleri ile birlikte, histidin ile desteklenen ortamda uremeleri
sonucunda dogrulanmaktadir. Histidin gereksinim kontroliinde kullanilan minimal
glukoz agarli petri’ler; 20 ml 50xVB tuzlari, 100 ml %20’luk glukoz soliisyonu, 8ml
%0,5’lik histidin solisyonu, 8ml %o0,01’lik biyotin soliisyonu, 15 gr agar, 9ooml
distile su kullanilarak; histidinsiz minimal glukoz agarl petri’ler sadece histidin

solisyonunun ilave edilmemesi ile hazirlanmistir.

Biyotin Gereksiniminin Kontrolii

Test sisteminde kullanilan suslar, bio genini kapsayan uvrB delesyonuna
sahip olduklar icin biyotine de ihtiya¢ duymaktadirlar. Suslar; histidin-biyotin ile
zenginlestirilmis minimal glukoz agarli ortama ve yalnizca biyotin ile
zenginlestirilmis minimal glukoz agarli ortama ekilirler. Yalnizca biyotin ile
zenginlestirilen ortamda lreme gozlenmemesine ragmen diger plakta treme
gozlemlenmesi ise bu karakteri dogrular. Biyotin ihtiyacinin kontroll ¢ok gerekli

degildir. Clinki bio geninde meydana gelen mutasyon geri dondiriilemez.

pKM101 Plazmid Varhginin Kontrolii

Deney sisteminde kullanilan tim suslar, ampisilin diren¢ faktdrind
tasimalari agisindan kontrol edilmistir. Direnclilikten sorumlu bu plazmid, SOS
onarim sistemine ait genler tasimasi sebebi ile kimyasal mutajenlere ve UV ile
indiiklenen mutasyonlara karsi hassasiyeti artinir. Plazmid (izerinde, bir belirteg
olarak kullanilabilecek ampisilin diren¢ geni bulunmaktadir. Dolayisiyla daha

Onceden his karakteri dogrulanan koloniler histidin-biyotin-ampisilin ile
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desteklenmis minimal glukoz agarl plaklara ekilmistir. Bu plaklarda Gremenin

gozlenmesi, kolonilerin plamidi tasidiklarini gosterir.

rfa Mutasyonu Varliginin Kontrolii

his ve plazmid tasima Ozellikleri dogrulanan kolonilerin gecelik
kilttrlerinden bir miktar alinarak (yaklasik 0,1 ml), nitrient agarli plaklara
aktanlmistir. Yayma ekim teknigi ile agar Gzerine yayilmis; plagin orta kismina ise
filtre kagidindan hazirlanmis, 10 pl kristal viyole ¢ozeltisi emdirilmis (1mg/ml) disk
yerlestirilmistir. Plaklar, bir gece 37°C’de inkilbe edildikten sonra diskler etrafinda
inhibisyon zonu gézlenmistir. Diskin ¢cevresinde kalan bu inhibisyon zonu, oldukga
buiylk bir molekdil olan kristal viyolenin hiicre icerisine girerek bakterinin limiine

neden oldugunu gosterir.

uvrB Mutasyonunun Kontrolii

his, rfa, plazmid tasima karakterleri dogrulanan koloniler niitrient agarli
plaklara ekilmis, her bir sus icin ayni kolonilerden 2 set hazirlanmistir. Bu
plaklardan bir tanesi, kapagi acilarak 15 watt’lik germisidal UV lambasi altinda 33
c¢m uzakliktan 8 saniye boyunca isinlanmistir. Her bir sus icin hazirlanan diger set
ise kontrol plag! olmak (zere, isinlanan plaklar ile 37°C’de gecelik inkiibasyona
kaldinlmistir. Kontrol plaklarinda Gireme olmasina ragmen, isinlanan plaklarda

treme olmamasi uvrB mutasyonunu dogrular.

Kendiliginden Geriye Dénen Koloni Sayisinin Kontrolii

Deney sisteminde, test suslarinin histidinsiz ortamda Gremelerine olanak
saglayan kendiliginden geriye doniis frekanslar kontrol edilmistir. Bu bakterilerin
olusturdugu koloniler, diizenli bir dagilim gosteren bir cayir tizerinde kolayca
gozlenebilirler. Her susun, kendine 6zgi bir geriye doniis frekansi vardir. Bu
degerler, S9 fraksiyonu yoklugunda, TA98 icin yaklasik olarak 30-50, TA100 icin
120-200 olabilmekte; S9 fraksiyonu varli§inda ise degisim gosterebilmektedir

(356). Geriye donen koloni sayisinin hesaplanmasi amaciyla, 100 ml steril st
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agara 10 ml 0,05 mM steril histidin-biotin ¢6zeltisi eklenmis ve karisim her bir
steril deney tipiinde 2,5 ml olacak sekilde dagitilmistir. Ust agarin donma egilimi
sebebi ile calismalar sirasinda sicak su banyosu 37°C’ye ayarlanmis ve tiipler
deney sirasinca bu banyoda bekletilmistir. Bu tiiplere son olarak her susun gecelik
kiltirinden 0,1 ml eklenmis ve minimal glukoz agarli plaklara dokilerek tim
ylizeye yayllmasi saglanmistir. 37°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan, geriye
donen kolonilerin sayimi yapilmistir. Geriye donds testi, her sus icin her deneyde

yapilarak ortalama degerler alinmistir (356).

Master Plaklarin Hazirlanmasi

Mutajenite calismalarinda kullanilmak lizere, genetik isaretleri kontrol
edilmis TA98 ve TA100 suslari icin, master plaklar hazirlanmistir. ikinci veya daha
sonraki saflastirma plaklarindan alinan en az 5 tek koloni uygun c¢ozelti ve
besinlerle desteklenmis plaklara ekilmistir, +4°C’de saklanan master plaklar ise 2

ay sureyle, genetik isaretleri kontrol edilmeksizin kullanilabilir.

3.3.2. Calismada Kullanilan Restoratif Materyallerin Hazirlanmasi

Materyallerin Uretici Firmalarin Onerileri Dogrultusunda Hazirlanmasi
Tez c¢alismasinda degerlendirmeyi planladigimiz  adeziv restoratif
materyaller, daha 6nce belirtildigi sekilde teflon kaliplarda iretici firmalarin

Onerileri dogrultusunda hazirlanmustir.

Materyallerin Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplam 5 ml ekstrakt ortami kullanabilmek amaci ile, her gruptan
restoratif materyaller icin 15, primer, adeziv rezin ve ylizey ortiici icin 30 adet
hazirlanan; &rneklerin besi ortami icinde bekleme siirelerine gére 2 grup (1giin, 7
gun) olusturulmus ve ornekler ekstraktlar alinmadan hemen &nce dretici
firmalarin énerileri dogrultusunda hazirlanmistir. Ornekler DMSO iginde 37°C’de

inkiibe edilmis ve drneklerin yiizey alani birim hacim basina yaklasik olarak 3 cm’
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(restoratif materyaller icin 3,06 cm?, primer, dentin baglayici ve yiizey értiiciiler

icin 3,29 cm?) olarak hazirlanmistir (369).

3.3.3. Mutajenite Testinin Uygulanmasi
Mutajenik degerlendirmeler, test bilesiklerinin bakteri icin &ldirdci

olmayan dozlarinin belirlenmesi sonrasinda yapilmistir.

Sitotoksik Etkinin Saptanmasi

Ames test sisteminde kullanilan restoratif materyal ekstraktlarinin, bakteri
icin 6ldurici olmayan dozlarinin saptanabilmesi amaci ile Gist agarin her bir steril
tape 2,5 ml olacak sekilde dagitilmasinin ardindan; bu agara uygun derisimdeki TA
100 susunun gecelik kiltirinden 0,1 ml ve restoratif materyallerin belirlenen
konsantrasyonlarindan en fazla 0,1 ml olacak sekilde eklenmistir. Karisim niitrient
agarh plaklar tzerine yayllmis ve 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda ekstrakt eklenen plaklar ile kontrol plaklarindaki koloni

sayilar karsilastinlarak bilesiklerin sitotoksik etkileri belirlenmistir.

Mutajenite Testi (Plak inkorporasyon Testi)

AMES/Salmonella mikrozom test sisteminde plak inkorporasyon yontemi
(standart plate incorporation) uygulanmistir. Bu teknikte; restoratif materyal
ekstrakti ve bakteriyel test susu Ust agara ilave edilerek minimal glukoz agarli
plaklara dokilmektedir (355). 37°C’de 48-72 saat inkiibasyondan sonra ise his*
haline déniisen koloniler sayilir. Mutajenite testinde, restoratif materyal ekstrakti
ve bakteriyel test susu kdltlri st agara eklenerek, homojen bir sekilde minimal
glukoz agarli plaklar lzerinde yayilmistir. Her bir sus i¢in ayrica pozitif ve negatif
kontrol plaklart hazirlanmig, TA 98 icin pozitif kontrol olarak danomisin, TA100 icin
ise sodyum azid her deneyde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontrol plaklar
ile birlikte biitin plaklar 37°C’'de 48 saat inkiibe edilmis ve his karakteri geri

d6nen, yani his” hale gelen, koloniler sayiimistir.
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Calisma sirasinda her bir steril tipe 0,5 mM histidin-biyotin ¢ozeltisi
eklenmis 48°C’deki 2,5 ml {ist agar, restoratif materyal ekstraktindan en fazla o,1
ml ve test susunun uygun derisimdeki gecelik kiltlriinden 0,1 ml eklenerek
vorteks yardimi ile 3 saniye boyunca karismasi saglanmistir. Ust agarin donma
egiliminde olmasi nedeni ile, bu islemler kisa bir siire¢ iginde tamamlanarak
minimal glukoz agarli plaklar Gizerine yayilmis ve test bilesiginin her bir dozu igin 3
plak kullanilmistir. Deneyde test suslarinin geriye dénme frekanslarini kontrol
etmek amaciyla kullanilan negatif ve pozitif kontrol plaklarindan da lcer adet
hazirlanmistir. Ames mutajenite test sisteminde mutasyon; ortamdaki histidinin
tikenmesinden sonra, agar lzerinde koloni olusturan histidin prototroflarinin
sayllmasi sonucunda hesaplanir. Mutajen tanimlamasinin yapilabilmesi icin
histidin prototroflarinin sayisinin kendiliginden geriye dénen koloni sayisinin en az

iki katindan fazla olup, doza bagl bir artisin s6z konusu olmasi gerekmektedir.

Ust agarin
yerlestirildigi sicak
su banyosu ve
inkiibasyonun
gerceklestirildigi

etlv

Plak inkorporasyon
testi

Sekil 3.3.1. Ames testi uygulamasi
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3.4. Materyallerin Pulpa Dokusu Uzerindeki Etkilerinin in Vivo Olarak

Degerlendirilmesi

3.4.1 Materyallerin Bireylere Uygulanmasi

Hacettepe Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi Etik Kurulundan (03.07.2008
tarihli, 2008/08 sayili toplanti ve  HEK 08/136-26 sayili karar) calisma icin olur
raporu alindiktan sonra, Dis hekimligi Fakiltesi Ortodonti Anabilim Dali’na
basvuran; alt ve list cenede yer darligi nedeniyle cekim endikasyonu olan birinci
veya ikinci premolar dislere sahip bireyler segilmistir. Arastirmaya katilacak

goniilli bireylerde aranacak kriterler su sekilde belirlenmistir:

J Sistemik hastaligi olmamasi,

J Disleri tamamen stirmis ve kdk olusumlarinin tamamlanmig olmasi,
o Dislerinde ctiriik olmamasi,

J Dislerinde restorasyon bulunmamasi,

J Dis ylizeylerinde asinma olmamasi,

o Periodontal problemi bulunmamasi,

J Alt ve Ust cenede yer darligi nedeniyle ¢cekim endikasyonu olan

premolar dislere sahip olmasi, ve

J Hacettepe Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi Ortodonti Anabilim
Dal’’na bagvurmusg olmasidir.

Arastirmaya katilmayr kabul eden gonulli hastalara ve resit olmayan
bireyler ve ailelerine, yapilacak restoratif islemler ve c¢alisma hakkinda bilgi
verilerek yazili onamlari alinmistir. Calisma kapsamina almak igin secilen goéniilli
bireylerin butiin dislerinden aproksimal cirik ve apikal patoloji acisindan
incelemek lizere radyograf alinmis ve vitalite testi yapilarak dislerin canliliklari

tesbit edilmistir.
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Restorasyonlar yaslari 12-34 arasinda degisen (ortalama 16,8 + 4,7195), 14
kiz 6 erkek olmak tizere 20 bireyde toplam 48 adet premolar diste uygulanmistir.
Galismaya dahil edilmesi planlanan dislerin degerlendirmeleri yapildiktan sonra,
gonilli bireylerin istekleri dogrultusunda lokal anestezi (Safecaine, VEM llag,
Turkiye) uygulanmistir. Restorasyonlarin uygulanacaklar dis ylzeyindeki plagi
uzaklastirmak amaci ile polisaj pati (Sultan, ABD) esliginde polisaj yapilmistir.
Tdm gruplar igin dislerin bukkal ytizeylerinde su sogutmasi altinda, yiiksek devirde
elmas fissiir frezle (835-012-4, Diatech, isvi¢re) 2 mm derinliginde, servikookluzal
olarak 1,5 mm ve meziodistal olarak 3 mm boyutlarinda standart besinci sinif
kaviteler olusturulmustur. Restorasyonda kullanilan fissir frezler, diste 1s1 ve
travma olusturmamasi igin 4 kereden fazla kullanilmamistir. Arastirma igin uygun

bulunan bu 48 adet dis 4 gruba (n:12) ayrilmustir:

Tablo 3.4.1 Calismada kullanilan adeziv restoratif sistemler

Grup 3 Cifiie) 4
Ozel ylizey Primeri ile
ortliciistiile uygulananisikla
uygulanan polimerize

gilendirilmis edilen nano-
geleneksel cam iyonomer
iyonomer restoratif

“Equia” “Ketac N-100”
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Grup 1: Kavite preparasyonundan sonra mineye (30 sn) ve dentine (15 sn)
%37,5’lik ortofosforik asit (3M ESPE, St Paul, ABD) uygulanmistir. Kaviteler, 15 sn
su ile yikandiktan sonra hafifce hava sikilarak kurutulmus ve ardindan XP Bond
Uretici firmanin oOnerileri dogrultusunda uygulanmis ve 5 sn hava sikilmasinin
ardindan 10 sn LED ile polimerize edilmis ve kompozit rezin restoratif materyal
olan Quixfill kavitelere yerlestirilerek yine dretici firmanin Onerileri
dogrultusunda 40 sn polimerize edilmistir. Restorasyonlar tamamlandiktan sonra
polisaj diskleri (Optidisc, Kerr, Belcika) ile polisajlart yapilmistir.

Grup 2: Kavite preparasyonundan sonra, disler rulo pamuklar ile izole
edilmis ve Silorane adeziv sistemin ilk asamasi olan Silorane Primer kaviteye
uygulandiktan sonra dretici firmanin 6nerileri dogrultusunda 15 sn beklenerek
hafifce hava sikilmis ve ardindan 10 sn polimerize edilmistir . Ardindan Silorane
adeziv sistemin bond bileseni kaviteye uygulanarak yine Gretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda 10 sn polimerize edilmistir. Dentin baglayicinin uygulanmasindan
sonra, restoratif materyal Silorane restoratif, kaviteye vyerlestirilerek retici
firmanin 6nerileri dogrultusunda 40 sn polimerize edilmistir. Restorasyonlar
tamamlandiktan sonra polisaj diskleri ile polisajlart yapilmustir.

Grup 3: Kavite preparasyonunun ardindan gerekli izolasyon rulo
pamuklarla saglanarak giclendirilmis geleneksel cam iyonomer restoratif olan
Fuji IX GP Extra amalgamatdrde 10 sn sire ile kanstirildiktan sonra 6zel uygulama
aparati ile kaviteye yerlestirilmis ve sertlesmesi beklenmistir (2 dak 30 sn).
Restoratif materyalin sertlesmesinin ardindan polisaj diskleri ile polisaji yapilan
restorasyon Uzerine, bu restoratif materyalin birlikte kullanildigi G Coat Plus
ylizey Ortiliclisi uygulanarak dretici firmanin Onerileri dogrultusunda 20 sn
polimerize edilmistir.

Grup 4: Kavite preparasyonundan sonra nanoiyonomer restoratif Ketac N
100 sisteminde bulunan primer, 15 sn boyunca kavite yiizeyine uygulanmis hafif¢e
hava sikildiktan sonra 10 sn uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda polimerize
edilmistir. Primer uygulamasinin ardindan; uygulama aparatindan karistirma

kagidina aktarilan nanoiyonomer restoratif Ketac N 100, spatil yardimi ile 20 sn
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boyunca karistinlarak kavitelere yerlestirilmis ve dretici firmanin &nerileri
dogrultusunda 30 sn isik uygulanarak sertlesmesi saglanmistir. Restorasyonlar
tamamlandiktan sonra polisaj diskleri ile polisajlari yapilmistir.

Tdm gruplar restorasyonlarin uygulandigi 7. ve ya 30. giinlerde lokal
anestezi altinda ¢ekilmek tizere (toplamda n=6 olan 8 grup olusturacak sekilde)

iki alt gruba aynlmuistir.

3.4.2. Histopatolojik Degerlendirmelerin Yapilmasi

Arastirmanin in vivo kisminin laboratuvar degerlendirmeleri, H.U Patoloji
Anabilim Dal’nda yapilmistir. Tim gruplar icin ¢ekimi takiben, dislerin kéklerinin
apikal Ggldleri, su sogutmasi altinda, yiiksek devirde, elmas fissir frezlerle (85-
012-4, Diatech, isvicre) kesilmis ve %10’luk formaldehit soliisyonunda 96 saat
bekletilerek fikse edilmistir. Disler, fiksasyonu takiben %20’lik formik asit ile
solisyonun zaman zaman degistirildigi 6-8 hafta boyunca dekalsifiye edilmistir.
Dekalsifiye edilmelerinin ardindan digler, su ile yikanarak parafine gémilmis ve
kalinliklart 7-10 mikron arasinda degisen, bukkolingual yénde, kavite tabanindan
pulpaya dogru kesitler alinmistir. Alinan kesitler histopatolojik degerlendirme icin
Hematoksilen-Eozin, bakteri varliginin tesbiti igin ise gram boyasi ile boyanmustir.
Kesitlerin histopatolojik degerlendirmeleri ve kavite tabani ile pulpa arasinda
kalan dentin dokusunun kalinlik &l¢timleri 1sik mikroskobu (Zeiss, Axioskop 2,

Almanya) altinda yapilmistir (Sekil 3.4.1.)
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Histopatolojik olarak
degerlendirilen dig
kesitleri

Sekil 3.4.1. Histopatolojik degerlendirmelerin yapilmasi

Histopatolojik degerlendirmeler, Cox ve dig.’nin (370) tanimladigl ve asagida

belirtilen kriterlere gére yapilmistir :

a. Inflamatuar hiicre cevabi kriterleri:

1. Kavite tabaninda kesilmis dentin tibdllerinin  altindaki pulpa
dokusunda inflamatuar hiicrelerin olmamasi ya da ¢ok az miktarda
bulunmasi

2. Akut (A): Polimorfoniikleer I6kositlerin izlendigi akut doku lezyonu
Kronik (K): Mononikleer lenfositlerden olusan kronik inflamatuar
hicre yaniti

3. Koronal pulpanin 1/3’Uni veya daha fazlasini kaplayan kisminda
polimorfoniikleer I6kositlerin yogun goécl veya abse seklinde olusan
inflamatuar hiicre yaniti.

4. Nekrotik pulpa
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b. Doku duzensizligi kriterleri:

1.

Kalan dentin dokusundaki dentin tibdllerinin veya kavite tabani
altindaki pulpada, doku morfolojisinin normal veya normale yakin
olmasi.

Kavite tabani altinda doku morfolojisinin bitinliginin bozulmasi,
ancak derinde, pulpa dokusunun normal olmasi.

Kavite tabani altinda, genel pulpa morfolojisi ve hiicre organizasyonu

bozuklugu.

4. Pulpanin en az koronal tigliistine kadar ilerlemis nekroz.

¢. Tamir dentin olusumu:

1.

Kavite preparasyonu altinda, pulpayi ¢evreleyen dentin kalinliginda bir
artis gézlenmemesi.

Kavite preparasyonu sinirindaki kesik tibdllerin altinda ince, kicuk
hacimli tamir dentini gériilmesi.

Kavite preparasyonu altindaki kesik tdbdllerin altinda yeni, buyik

hacimli tamir dentini izlenmesi.

d. Bakteri boyanma kriterleri

1.

2.

3.

Bakteriyel boyanmanin olmamasi.

Kavite duvarlari boyunca pozitif (+) bakteriyel boyanma gériilmesi.
Kavite preparasyonu altindaki kesik dentin tibdllerinin icinde pozitif
(+) bakteriyel boyanma goériilmesi.

Pulpa icinde pozitif (+) bakteriyel boyanma goriilmesi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS 16.0 paket programi kullanilmistir.

HPLC analizi sonrasinda monomer saliminin degerlendiriimesinde Tek Yo&nli

Varyans Analizi; 1, 2 ve 7 glinlik ekstraktlarda gézlenen monomer saliminin

karsilastinimasinda Tekrarli Ol¢iimlerde Varyans Analizi uygulanmistir (p=0,05).
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Hicre  kidlturd  Gzerinde  uygulanan ~ MTT  testinin  istatististiksel
degerlendirmesinde, adeziv restoratif materyallerin toksik etkileri Tekrarli
Olciimlerde Varyans Analizi ile; bu materyallerin sitotoksik etkilerinin kendi
aralarinda karsilastirilmasi ise Bonferonni Yontemi ile analiz edilmistir (p=0,05).
Adeziv restoratif materyallerden gézlenen monomer salimi ile bu materyallerin
hiicre kiltiira tizerinde gosterdigi toksik etki arasindaki iliski ise Spearman’in rho
Katsayisi ile analiz  edilmistir  (-1<r<1). Ames testi  bulgularinin
degerlendirilmesinde, materyallerin her iki test susu lizerinde, farkli dozlarda
mutajenik etkilerinin olup olmadiginin tesbiti icin ki Yénli Varyans Analizi
kullanilmistir (p=0,05). Calismasinin in vivo kisminda, doért adeziv restoratif
sistemin inflamasyon hiicre cevabi, yumusak doku organizasyonu, tamir dentin
olusumu ve bakteri boyanmasi kriterleri , kalan dentin kalinhg ve yas faktérleri

arasindaki iliski Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir (p=0,05).
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Bu tez calismasinda, gilincel adeziv restoratif sistemlerden salinan

monomer miktari tesbitinin ardindan bu materyallerin biyouyumluluklari in vitro

ve in vivo kosullarda degerlendirilmistir.

4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Bulgulari

HPLC sonrasinda test edilen adeziv restoratif materyallerden salinan artik

monomer miktari Tablo 4.1.1.” de belirtilmistir.

Tablo 4.1.1. Adeziv restoratif materyallerde saptanan monomer salimi miktari

1 glinliik
ekstraktlar

2 giinliik
ekstraktlar

7 gunlik
ekstraktlar

UDMA 22,85+ 0,06 26,49 = 0,11 38,08 + 1,07
TEGDMA 0,66 *0,14 2,17 + 0,02 10,0 * 0,43
HEMA 36,31+ 0,15 62,92 £ 0,22 93,30 + 0,56
UDMA 0,38 + 0,04 0,02 * 0,00 0,43 * 0,005
TEGDMA 0,76 = 0,02 0,26 £0,04 0,32 + 0,02
HEMA 4,02 + 0,60 9,97 £0,93 27,14 1,31
Bis-GMA 1,47 * 0,07 16,66 + 0,19 14,10 £ 0,13
BPA Tesbit edilmedi Tesbit edilmedi | Tesbit edilmedi
TEGDMA 1,44 + 0,04 1,76 % 0,00 3,11+ 0,05
UDMA 7,09 * 0,58 7,43 % 0,13 9,87 £ 0,17
MMA 0,84 £ 0,00 7,45 * 0,02 16,50 + 2,24
HEMA 101,94 * 0,96 112,64 * 0,45 143,78 £ 0,16
HEMA 0,08 £ 0,00 0,78 £ 0,02 6,35 * 0,09
Bis-GMA 0,02 + 0,00 0,97 £ 0,00 4,81+ 0,08
TEGDMA 0,08 * 0,00 3,49 * 0,00 6,48 * 0,00
EGDMA 0,09 * 0,00 0,08 * 0,00 0,09 * 0,00

BPA

Tesbit edilmedi

Tesbit edilmedi

Tesbit edilmedi
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Elde edilen bulgularin Tekrarli Olclimlerde Varyans Analizi ile istatistiksel
olarak degerlendirilmesinin ardindan (Sekil 4.1.1.) en yiiksek monomer saliminin 7

gunlik ekstraktlarda oldugu tesbit edilmistir (p<0,001).

27,5

25 A

<=1 GUnlik Ekstraktlar
17,5 - -2 Glnlik Ekstraktlar
#-7 Glnlik Ekstraktlar

Monomer salimi miktari (pg/mL)

Sekil 4.1.1. Bir, 2 ve 7 glinlik ekstraktlarda gézlenen monomer salimi miktari

4.1.1. Hibrit Posterior Kompozit Restoratif Sistem’e ait HPLC Bulgulari (XP Bond
ve Quixfill)

Test edilen adeziv restoratif materyallerden ilki, iceriginde UDMA,
TEGDMA, ve HEMA bulunduran iki asamali etch&rinse sistem XP Bond’dur. Bu
materyal icinde en ylksek salimin HEMA’ya ait oldugu (p<0,001) ve en fazla 7
ginlik ekstraktta salim gozlendigi saptanmistir. Sekil 4.1.2."de XP Bond’a ait 1
ginlik ekstrakttan elde edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin iginde
bulunan monomerlerin kolondan ayrilma siireleri UDMA icin 4,93, TEGDMA icin

3,32 ve HEMA icin 2,17 dak’dr.
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Sekil 4.1.2. XP Bond’un 1 glinliik ekstraktina ait kromotogram

XP Bond ile kombine olarak uygulanan posterior hibrit kompozit
rezin Quixfill ise en diisik monomer saliminin izlendigi materyaldir. Fakat UDMA
ve TEGDMA iceren bu materyalden gézlenen monomer salimi ile Silorane Primer,
Silorane Bond ve G Coat’dan gézlenen salimlar arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,005). Sekil 4.1.3.”te Quixfill’e ait 1 glinlik ekstrakttan
elde edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan monomerlerin

kolondan ayrilma siireleri UDMA i¢in 4,93, TEGDMA i¢in 3,32 dak’dr.

HEMA-BISGMA-TEGDMA-EGDMA-BPA
QUIXFIL-3 2 Diode Array
1o Range 1 916e+1

TEGDMA
- " 3

an

UDMA

Time
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 600 525 550 575 600

Sekil4.1.3. Quixfill’'in 1 glinlik ekstraktina ait kromotogram
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4.1.2 Siloran Sistem’e ait HPLC Degerlendirmeleri (Silorane)

Silorane sistem icinde uygulanan adeziv sistemin ilk basamagi Silorane
Primer, iceriginde HEMA ve Bis-GMA bulunduran bir materyaldir. Elde edilen
bulgular sonucunda HEMA saliminin en yiiksek 7 giin sonunda izlenmesinin
yanisira Bis-GMA icin ekstrakt siresi ile dogru orantili bir salim artisi
gozlenmemistir. Sekil 4.1.4.’te Silorane Primer’e ait 2 gilinlik ekstrakttan elde
edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan monomerlerin

kolondan ayrilma stireleri Bis-GMA icin 11,17 ve HEMA igin 2,17 dak’dir.

. HEMA

zzzzz

aaaaa

:::::

i | Bis-GMA

\‘ \
LR i %
£l 1
Wi

u Tree e Maiiaases hsnaant ians T - T T Time
1.00 200 ano 4.00 5.0 600 7.00 800 a.00 w000 1100 1200 12.00 1400 12.00

Sekil 4.1.4. Silorane Primer’in 2 gilinliik ekstraktina ait kromotogram

Silorane Primer ardindan uygulanan Silorane Bond iceriginde TEGDMA
bulundurur. Bu materyalden gézlenen TEGDMA salimi ekstrakt siiresinin artmasi
ile bir artis gostermistir. Sekil 4.1.5’de Silorane Bond’a ait 2 glinliik ekstrakttan
elde edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan TEGDMA’nIn

kolondan ayrilma siiresi 3,32 dak’dir.



117

TEGDMA

SIL-BOND-2

2 Diode Array
b Range’ 2 6428+
}

l.
2de+1 i‘
H ) TEGDMA
- |
|

1.4e+1

AU

12841 II\

-
1.0e+1 I |

| |
i e 27 (| Vil
20- | | / b N\ | 1 .

\ /1 [\ I\
/ \ / \ Fik / \ [\

= et . T T Time
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

Sekil 4.1.5. Silorane Bond’un 2 giinliik ekstraktina ait kromotogram

Silorane Restoratif, iceriginde bulunan 4 farkli monomerin kiitle dedektor
ile saptanmasinin ardindan molekdler agirligr 370 g/mol olan monomerin salimi
disinda molekiler agirliklari 736, 920 g/mol olan monomerlerin salimlari
gozlenmemistir. Bununla birlikte Silorane Restoratif icinde bulunan
monomerlerin bozunma urinid olarak ortaya cikabilme ihtimali distntlen ve
molekdiler agirhigr 370 g/mol olan D5 salimi da gézlenmemistir. Salimi gézlenen
materyalin, referans monomerler elde edilemedigi icin miktarlari belirlenememis;
pik noktasinin altinda kalan alanlarin hesaplanmasi ile giinler arasinda farkllik
olup olmadigi degerlendiriimis ve daha uzun ekstrakt siresinde daha fazla

monomerin salindigr izlenmistir (Sekil 4,1,6.).
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Sekil 4.1.6. Silorane Restoratif'ten gézlenen monomer salimi

Ucylizyetmis g/mol molekiiler agirliga sahip olan iki monomerin
birbirinden ayirtedilmesinde kolondan ayrilis siireleri dikkate alinmistir. D5’e ait
calisma ¢ozeltisinde bu monomerin kolondan ayrilma siiresi 4,66 dak’dir. Silorane
Restoratif ekstraktinda ayni molekdiler agirliga sahip monomerin kiitle dedektdrle
saptandiginda kolondan ayrilma siiresi ise 3,14 dak’dir. Bu iki stirenin farkl olmasi,
Silorane Restoratif’e ait ekstraktta bulunan monomerin D5 olmadigini ortaya
koymustur. Sekil 4.1.7.’de Silorane’a ait 2 ginlik ekstrakttan elde edilen
kromatogram belirtilmistir. Bu kromatogramda 4,18 dakikada pik olusturan
Silorane Restoratif icerigi referans makale ile molekdiler agirlig kiitle dedektérde
saptanmaya calisiimis 337 g/mol molekiler agirhiga sahip bir baslatici olan

izopropil-metil-difeniliyodinyum’dur.
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Sekil 4.1.7. Silorane’nin 2 giinliik ekstraktina ait kromotogram

41.3. Giiclendirilmis Geleneksel Cam Iiyonomer Sistem’e ait HPLC

Degerlendirmeleri (Equia)

Fuji IX GP Extra monomer icermedigi icin HPLC ile monomer salimi
yoninden degerlendiriimemistir. Bu materyalin ardindan restorasyon tizerine
uygulanan G Coat Plus ise UDMA (liretanmetakrilat) ve MMA iceren bir ylizey
Orticldir. Bu materyalden goézlenen UDMA ve MMA salimi en yiiksek 7 ginlik
ekstraktlarda gozlenmistir. Sekil 4.1.8’de G Coat Plus’a ait 1 glinlik ekstrakttan
elde edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan monomerlerin

kolondan ayrilma siireleri UDMA icin 4,93, MMA icin 2,77 dak’dir.

UDMA-MMA
cCa1s2 Y

025 0% 075 100 125 180 178

Sekil 4.1.8 G Coat Plus’in 1 giinliik ekstraktina ait kromotogram
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4.1.4. Nano-iyonomer Restoratif’e ait HPLC Degerlendirmeleri (Ketac N-100)
Ketac N 100 Primer, iceriginde HEMA bulunduran ve nanoiyonomer
retoratif Ketac N 100 Oncesinde kaviteye uygulanan bir materyaldir. Bu
materyalden salimi gézlenen HEMA miktari en fazla 7 glinliik ekstraktlardan elde
edilmistir. Adeziv restoratif materyaller i¢inde en yiksek sallm goézlenen
materyaldir (p<0,001). Sekil 4.1.9’da Ketac N 100 Primer’e ait 7 glinliik ekstrakttan
elde edilen kromatogram belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan HEMA’nin

kolondan ayrilma stiresi dak’dir.

HEMA
NP 1-20 2. Dioge Array
215 Range: 6 805e+1

|
)>—"t HEMA
|

\ ’J_;ili_ )
Y \ 'H}' b _ N -

o T T T T T T T T r T T T T ) Time
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

Sekil 4.1.9. Ketac N 100 Primer’in 7 giinliik ekstraktina ait kromotogram

Nanoiyonomer restoratif Ketac N 100 icinde ise HEMA, Bis-GMA, TEGDMA
ve PEGDMA bulundurur. Materyalden salimi gézlenen PEGDMA’nin monomeri
EGDMA disindaki monomerlerde ekstrakt siiresi ile dogru orantili artig
gozlenmistir. EGDMA ise farkli siirelerde benzer salim gostermistir.  Sekil
4.1.10.da Ketac N 100’e ait 7 giinlik ekstrakttan elde edilen kromatogram
belirtilmistir. Materyalin icinde bulunan monomerlerin kolondan ayrilma sireleri
HEMA icin 2,17, Bis-GMA icin 11,17, TEGDMA icin 3,32, EGDMA icin 3,53 dak’dir. Bu
materyal ekstraktinda kolondan ayrilma stiresi 3,18 dak olan BPA ile 3,32 dak olan
TEGDMA’nIn maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boylari
degerlendirildiginde, BPA icin 202, TEGDMA icin 206 nm olarak belirlenmistir.
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Materyal ekstraktinda 3,18 dakikada kolondan ayrilan monomerin maksimum
absorbsiyon gosterdigi dalga boyunun 206 nm olmasi bu materyalin TEGDMA

oldugunu ortaya koymustur.

HEMA-BISGMA-TEGDMA-EGDMA-BPA
NG1-12 N Array

- 2: Diode
17 . | BB g Range: §333e+1
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318
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4725641 ’
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258+1
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Sekil 4.1.10 Ketac N 100 Restoratif’in 7 giinliik ekstraktina ait kromotogram

4.2. Test Materyallerinin Sitotoksisite Degerlendirmeleri

4.2.1 Adeziv Restoratif Materyallerin MTT Testi Bulgulari
Test edilen materyallerin L929 hiicre kiltirt Gzerine uygulanmasi

sonucunda belirlenen yiizde hicre canliligl, Tablo 4.2.1.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.2.1 MTT Testi bulgulan

Test Sonucunda Gézlenen Hiicre Canliligi (%)

Ortalamaz Ss
_ 3,98 £ 0,81 1,28 £ 0,77 1,80 £ 0,38
XP Bond _ 3,86 £2,29 1,68 £ 0,67 1,30 £ 0,70
_ 7,61%1,55 2,10 + 0,46 1,10 1,42
_ 5,15 2,34 1,69 £ 0,66 1,40 £ 0,87
_ 140,67 * 20,52 101,06 * 4,48 91,04 % 6,87
Quixfill _ 125,91 * 20,09 103,07 * 7,53 89,94 £5,96
_ 108,56 * 16,86 98,77 £1,99 87,72+2,97
_ 125,05 £ 21,70 100,96 * 4,86 89,56 * 5,00
_ 2,18 1,98 2,21+ 0,24 2,16 + 0,87
Silorane _ 11,30 £ 2,68 1,31%0,98 1,22 £0,43
Primer _ 31,94 + 17,12 3,84+ 0,86 4,01£2,12
_ 15,14 + 15,82 2,45 £1,29 2,46 +1,69
_ 97,41+ 12,99 77,72 £16,02 80,38 £ 6,92
Silorane _ 110,46 £ 8,49 80,73 £ 21,75 75,48 + 8,51
Eond _ 123,77 + 26,74 68,99 + 7,20 63,32+ 8,23
_ 110,55 + 19,22 75,81 £ 14,94 73,06 +10,24
_ 98,23 34,68 117,23 £15,12 100,08 £ 5,78
Silorane _ 144,07 * 24,50 116,60 * 3,73 100,24 * 8,94
Restoratif _ 139,09 * 25,15 89,47 £ 5,69 81,32 6,19
_ 127,13 + 32,91 107,76 * 16,03 93,88 + 11,25
_ 50,77 £ 19,07 1,12 £1,51 0,95 * 0,84
Fuji IX GP Extra _ 36,02 £ 10,12 0,19 £ 0,04 0,21+ 0,00
_ 55,84 * 10,77 0,21+ 0,00 0,21+ 0,00
_ 47,54 * 15,00 0,50 + 0,88 0,46 % 0,56
_ 90,02 * 2,36 74,32 £ 9,06 92,82 % 3,52
G Coat Plus _ 97,81£3,83 86,54 + 16,68 72,89£7,39
_ 155,15 £ 51,77 70,73 £ 11,96 68,23 + 8,38
_ 114,33 £ 40,29 77,20 £ 13,32 77,98 12,73
_ 1,96 £ 2,30 2,13+1,33 1,86 £ 1,00
Ketac N 100 _ 1,90 £ 0,50 2,15 £ 0,80 1,19 £ 0,77
Primer _ 3,07 £1,34 1,56 + 1,37 0,63 * 0,34
_ 2,31£1,47 1,95 * 1,07 1,22£0,84
_ 8,66 0,65 4,29 1,34 1,35 £ 0,37
Ketac N 100 _ 6,85 + 0,66 3,19 £ 0,34 1,33 £0,59
Restoratif _ 1,90 + 0,16 2,49%0,34 1,52 £ 0,58
_ 5,80 * 3,06 3,32 +1,05 1,40 £ 0,46
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Yapilan istatistiksel analizlere gére degerlendirilen materyallere 24, 48 ve
72 saat sonrasinda uygulanan MTT testlerinin bulgulan ekstrakt siresi faktori
gozardi edilerek, Sekil 4.2.1.’de gosterilmistir. Farkl siirelerde uygulanan test
sonuclar, istatistiksel olarak anlamli derecede farkh bulunmus ve 72 saat sonunda

sitotoksik etki daha yiiksek gézlenmistir (p<0,01).

MTT Testi Bulgulari

180
160 -
140 -
120 -
100
80
60 -
40 A
20

i 24 saat
M 48 saat

L1 72 saat

Hiicre Canlihgi (%)

kontrol

Xp Bond

Quixfill

Silorane Primer

Silerane Bond

Silorane Restoratif

Fuji IXGP Extra

G Coat Plus

Ketac N 100 Primer
Ketac N 100 |1

Restoratif

Adeziv Restoratif Materyaller

Sekil 4.2.1 MTT testi bulgularn

Test edilen materyallerin MTT testinin uygulandig siirelerde gosterdikleri
sitotoksik etkiler karsilastinldiginda; 24 saat sonunda Quixfill, Silorane Restoratif,
Silorane Bond ve G Coat Plus’a ait 1, 2, ve 7 giinllik ekstraktlarin hicbiri toksik etki
gostermemistir. 1 guinliik ekstraktlar degerlendirildiginde Ketac N 100 Primer’in
en ylksek toksik etkiyi gdsterdiginin saptanmasi ile birlikte bu materyalin
gosterdigi toksik etki ile XP Bond, Ketac N 100 Restoratif ve Silorane Primer’in
toksik etkileri arasindaki farklili§in istatististiksel olarak anlamli olmadig
bulunmustur (Tablo 4.2.2.). iki ve 7 giinliik ekstraktlar icinde en toksik materyalin
Fuji IX GP Extra oldugu saptanirken bu materyalin 2 guinlik ekstraktinin toksisitesi

ile, XP Bond, Ketac N100, Ketac N100 Primer, Silorane Primer’in; 7 ginlik
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ektraktin toksik etkisi ile ise XP Bond, Ketac N100 Restoratif, Silorane Primer’in

toksik etkileri arasindaki farkhliklar, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.2.2. Yirmidort saat sonunda MTT testi bulgular

Gruplar

1 glinliik
ekstrakt

2 gunlidk
ekstrakt

7 ginliik
ekstrakt

(24 saat)

P degeri tablosu

P<0,001 Fark yok P<0,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p=0,157)

p<0,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 pP=0,039
(p>0,05) (p>0,05)

p<0,001 Fark yok Fark yok Fark yok p=0,041 Fark yok
(p=0,051) | (p=0,053) | (p=0,052) (p=0,273)

p=0,027

P<o,001

p<0,001

p<0,001 Fark yok p<0,001
(p>0,05)
Fark yok P<0,001
(p=0,125)
Fark yok P<o,001

(p=0,147)

P<0,001 Fark yok p<0,001 P<0,001 Fark yok p<0,001 | Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
p<o,001 Fark yok p<0,001 p<0o,001 Fark yok p<o,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p=0,696)
p<o,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p=0,002
(p=0,974) (p>0,05)
Fark yok p<0,001 Fark yok Fark yok P<0,01
(p>0,05) (p=0,068) | (p>0,05)
p<o,001 Fark yok p<0,001 p<0,001
(p>0,05)
Fark yok p<o,001 Fark yok
(p>0,05) (p=0,760)
Fark yok p<0,001
(p>0,05)

p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 p=0,013
(p>0,05) (p>0,05)
p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 p=0,017
(p>0,05) (p>0,05)
p=0,017 P=0,045 P<0,001 p<0,001 Fark yok P<0,001
(p>0,05)
Fark yok P<0,001 Fark yok Fark yok P<0,001
(p=0,063) (p>0,05) | (p>0,05)
p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001
(p>0,05)
Fark yok p<0,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05)
Fark yok p<0,001
(p>0,05)

P<0,001

(p>0,05)

Fark yok
(p>0,05)
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Yirmidoért saat sonunda uygulanan MTT testi bulgularina gére 1, 2 ve 7
gunlik ekstraktlar arasi farkliliklar degerlendirildiginde (Sekil 4.2.2.); Quixfill, XP
Bond, Silorane Primer, Silorane Bond, Ketac N100 Restoratif, Ketac N 100 Primer
ve Fuji IX GP Extra icin 1, 2 ve 7 glinliik ekstraktlarin sitotoksik etkileri arasinda
istatistiktiksel olarak anlamli bir farkliik saptanmamistir (p>0,05). Silorane
Restoratif (p=0,006) ve G Coat Plus’a (p<0,01) ait 1 gilnlik ekstraktlarin
uygulandigr hiicre kiltirinde 7 gunlik ekstraktlara gore izlenen canh hicre

miktarinin daha diisiik oldugu saptanmustir.

24 saat sonunda MTT testi bulgulari
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% M2 giinliik ekstrakt
L
U " T
2 10 w7 giinltik ekstrakt
100 _
1T
50
0 =

— = v v = o n

© B & cogcw lso, 3 8. 8%

s 0 X PegPc El g © S0 350

c o 3 O+ 0 Q0 Lo = E - £ )

0 O ==fFt o 08 - ff ® Y= Ui

W (a8 n o N =0 T ) m'C M

= g o U ey g
Adeziv Restoratif Materyaller v X <

Sekil 4.2.2. Yirmidort saat sonunda MTT testi bulgular
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L 929 hiicrelerinin test ekstraktlari ile 24 saat inkiibe edilmesinin ardindan
optik mikroskop altinda yapilan morfolojik degerlendirmelerde; sitotoksik etki
gostermeyen G Coat Plus’in 2 ve 7 giinlik ekstraktlarina ait hiicreler kontrol
grubundakilerine benzer olarak ig seklinde goézlenirken, Ketac N 100 Primer’in
toksik etki gosterdigi hiicreler, uzamis morfolojilerini kaybederek kiimelenmisler
ve sitoplazmik kayba ugramislardir. Hiicreler arasinda gdézlenen genis bosluklar

ise genis miktarda hicre lizisinin oldugunu gostermistir (Sekil 4.2.3.).

I T T T

G Coat
Plus

Ketac
N 100
Primer
Hiicre canliigi (%) = 1,96 £ 2,30 Hucre canlihigi (%) =1,90 * 0,50 Hiicre canlih@ (%) = 3,07 £1,34
Kontrol

Hiicre canlihgi(%) = 100

Sekil 4.2.3. Yirmidort saat sonunda farkli gruplar igin izlenen hiicre morfolojileri
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Kirksekiz saat sonrasinda uygulanan MTT testi bulgularina gére; Silorane
Restoratif’e ait 1 ve 2 glinlik ekstraktlar ile Quixfill’e ait hicbir ekstrakt toksik etki
gostermemistir. En yliksek sitotoksik etki Fuji IX GP Extra’da gozlenmis, bu
materyalin toksisitesi ile, XP Bond, Ketac N100 Restoratif, Ketac N100 Primer,
Silorane Primer’in toksik etkileri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (Tablo 4.2.3.).

Tablo 4.2.3. Kirksekiz saat sonunda MTT testi bulgular

Gruplar P degeri tablosu
(48 saat)
- p<o,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<o,001 | Fark yok Fark yok
(p>0,05) (p> 0,05) (p>005) | (p>o0,05)
- p<o,001 | Farkyok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<o,001 Fark yok
(p>0,05) (p> 0,05) (p>0,05)
1 giinlak - p<o,001 | Farkyok p<0,001 p<o,001 Fark yok p<o,001
ekstrakt (p>0,05) (p>0,05)
p= 0,004 p<0,001 Pp<0,001 Fark yok p<0,001
o o
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001
(p>0,05)
p= 0,021 p<0,001 p=0,001
Fark yok p<o,001
(p=0517)
p<0,001
p<o,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<o,001 Fark yok Fark yok
- (p>0,05) (p>0,05) | (p>005) | (p>0,05)
- P<0,001 Fark yok P<0,001 p<0,001 Fark yok P<0,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
- P<0,001 Fark yok P<0,001 p<o,001 Fark yok Pp<o,001
2 giinlik (p>0,05) (p>0,05)
ekstrakt Fark yok p<o,001 p=0,001 Fark yok P<0,001
. =
- P<0,001 Fark yok p<0,001 p<o,001
(p>0,05)
- P=0,034 Pp<0,001 p<0,001
- Farkyok | p<o,001
(p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok Fark yok
. (p>0,05) (P>0,05) | (p>0,05)
7 gunluk p=0,002 P<0,001 Fark yok Fark yok P<0,001
ekstrakt - (p=0,77) | (p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<o,001
(p>0,005)
p=0,001 P<0,001 Fark yok
(p=0,082)
Fark yok p<o,001
(p>0,05)
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Kirksekiz saat sonunda uygulanan MTT testi bulgularina gére 1, 2 ve 7 giin
sonunda alinan ekstraktlar karsilastirildiginda; Silorane Restoratif disinda hicbir
materyalin toksik etkisi istatistiksel olarak anlaml farkliik gd&stermemistir
(p>0,05). Silorane Restoratif’in ise 1 ve 2 gunlik ekstraktlari toksik etki

gostermezken 7 glinlik ekstrakt grubunda toksisite izlenmistir (Sekil 4.2.4).

48 saat sonunda MTT testi bulgular

. 140 -
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Sekil 4.2.4. Kirksekiz saat sonunda MTT testi bulgular
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L 929 hiicrelerinin test ekstraktlari ile 48 saat inkiibe edilmesinin ardindan
sitotoksik etki gdstermeyen Quixfill’e ait ekstraktlarin eklendigi hiicreler, ig
seklinde gozlenirken, Silorane Bond’un uygulandigr hiicrelerde sitotoksik etkiye
bagh olarak ig seklini kaybetmis yuvarlaklasmaya ve kimelenmeye baslamis
hiicreler izlenmistir. ikinci giiniin sonunda en yiiksek toksik etkiye sahip oldugu
gozlenen Fuji IX GP Extra’ya ait ekstraktin uygulandigi hiicrelerin de sitoplazmik

kayba ugradigi ve hiicreler arasi bosluklarin lizise bagl arttigi saptanmistir (Sekil

4.2.5.).

I T T

Quixfill

Silorane
Bond

Hiicre canlihgi (%)= 77,724 16,02 Hiicre canlihgu (%)= 80,73 & 21,75 Hiicre canhiig) (%) = 68,99 £ 7,20

Fujiilx
GP Extra

Hiicre canlih@i (%) =1,12 & 1,51 Hiicre canliigu (%)= 0,19% 0,04 Hiicre canhiligi (%) = 0,21 £ 0,00

Sekil 4.2.5. Kirksekiz saat sonunda farkl gruplar icin izlenen hiicre morfolojileri
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Yetmisiki saat sonunda elde edilen bulgulara gore Silorane Restoratif ve
Quixfill’in 1 ve 2 ginlik; G Coat Plus’in 1 glnlik ekstraktlari disinda adeziv
restoratif materyallerin tim ekstraktlarinin toksik etkiye sahip olduklan
izlenmistir (Sekil 4.2.6). En ylksek sitotoksik etki Fuji IX GP Extra icin gozlenirken
1, 2 ve 7 gunliik ekstraktlar degerlendirildiginde bu materyalin toksik etkisi ile XP
Bond, Ketac N100 Restoratif, Ketac N100 Primer, Silorane Primer’in etkileri

arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 4.2.4.).

Tablo 4.2.4. Yetmisiki saat sonunda MTT testi bulgular

Gruplar P degeri tablosu
(72 saat )
- P<0,001 Fark yok p<0,001 P<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
- P<0,001 Fark yok p<o,001 P<0,001 Fark yok pe<o,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
1 glnlik - p<0,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<o,001
kstrakt (p>0,05) (p>0,05)
€ - Fark yok p<0,001 Fark yok Fark yok p<o,001
(p>0,05) (p=0,177) | (p=0,064)
- P<0,001 Fark yok p<o,001 Fark yok
(p>0,05) (p>0,05)
- Farkyok | p<o,001 p=0,082
(p=0,244)
- Farkyok | Farkyok
(p=0,737) | (p>0,05)
.
p<0,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok Fark yok
- (p>0,05) (p>0,05) | (p>0,05) (p>0,05)
- p<o,001 Fark yok p<o,001 P<0,001 Fark yok pP<0,001 p<o,001
(p>0,05) (p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok P<0,001
2 giinlik (p>0,05) (p>0,05)
ekstrakt p=0,001 p<o,001 p<0,001 Fark yok p<0,001
s o
- P<0,001 p<o,001 P<0,001 p<0,001
- p=oo | Farkyok p<0,001
(p>0,05)
- Fark yok p<o,001
(p=0,316)
- p<o,001 Fark yok p<0,001 P<6,001 Fark yok p<o,001 | Fark yok Fark yok
(p>0,05) (p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
p<o,001 Fark yok p<o,001 p<0,001 Fark yok p<0,001 Fark yok
- (p>0,05) (p>0,05) (p>0,05)
- p<0,001 Fark yok p<0,001 p<0,001 Fark yok p<0,001
7 giinliik (p>0,05) (p>0,05)
ekstrakt - p<o0,001 p<o,00 p=0,038 Fark yok p<o0,001
(p>0,05)
p<o,001 Fark yok p<o,001 P<0,001
e G
- p<o,001 p=<0,001 p=0,001
Fark yok p<0,001
(p>0,05)
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Yetmigsiki saat sonunda uygulanan MTT testi bulgularina goére; 3 farkh
siirede hazirlanan ekstraktlar karsilastirildiginda (Sekil 4.2.6.), Quixfill, XP Bond,
Silorane Primer, Ketac N100 Restoratif, Ketac N 100 Primer ve Fuji IX GP Extra
icin 1, 2 ve 7 gunluk ekstraktlarin sitotoksik etkileri arasinda istatistiktiksel olarak
anlamh bir farkhllk saptanmamistir (p>0,05). Silorane Restoratif’in 7 gilinliik
ekstrakti sitotoksik etki gosterirken; G Coat Plus icin 7 glinlik estraktlarin

sitotoksik etkisi 1 glinliik ekstrakta gore daha yuksektir (p<0,01).

72 saat sonunda MTT testi bulgular
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o 100 7 T T i1 glinlik ekstrakt
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Sekil 4.2.6. Yetmisiki saat sonunda MTT testi bulgulan
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L 929 hiicrelerinin test ekstraktlari ile 72 saat inkiibe edilmesinin ardindan,
optik mikroskop altinda yapilan morfolojik degerlendirmelerde; 1 ve 2 giinlik
ekstraktlari sitotoksik etki gostermeyen Silorane Restoratif’e ait hiicreler kontrol
grubundakilerine benzer olarak ig seklinde gézlenirken, Silorane Primer ve Ketac
N100’Un toksik etki gosterdigi hiicreler, ig sekillerini kaybederek kiimelenmisler

ve sitoplazmik kayba ugramislardir. Hiicreler arasinda gézlenen genis bosluklar

ise genis miktarda hicre lizisinin oldugunu gostermistir (Sekil 4.2.7.).

[N R R 2

Silorane
Primer

Silorane

Hiicre canlilig (%) = 100,08 5,78 Hiicre canlilign (%) = 100,24 & 8,94 Hiicre canlihgi (%) = 81,39 £ 6,19

Hicre canlig (%) =1,35¢ 0,37 Hiicre canhhign (%) = 1,33 0,59 Hicre canlihgn (%) =1,52% 0,58

Ketac
N 100

Sekil 4.2.7. Yetmisiki saat sonunda farkl gruplar igin izlenen hiicre morfolojileri
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Bu calismada test edilen materyallerin 1 glinliik ekstraktlarinin, farkl test
stirelerinde gosterdikleri sitotoksik etkiler karsilastirldiginda (Sekil 4.2.8.); 24 ve
72 saat sonrasindaki 6lciimlerde Silorane Restoratif, Silorane Bond ve Quixfill’in;
48 saat sonrasinda ise Silorane Restoratif ve Quixfill’in toksik etki géstermedikleri
saptanmistir. Bu degerlendirmelerde toksik etki gésteren Ketac N 100 Restoratif,
Ketac N 100 Primer, Silorane Primer, Fuji IX GP Extra ve XP Bond’a ait 1 giinliik
ekstraktlarin toksisiteleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir.

1 Glinliik Ekstraktlarin MTT Testi Bulgulari
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Adeziv Restoratif Materyaller

Sekil 4.2.8. Bir giinliik ekstraktlarin 3 farkli siireg sonunda uygulanan MTT testi bulgular
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Materyallerin 2 giin sonunda elde edilen ekstraktlarinin farkh giinlerde
uygulanan MTT testinde gosterdikleri toksik etkilerin karsilastiriimasi ile 24 saat
sonunda (Sekil 4.2.9.) G Coat Plus, Silorane Bond, Silorane Restoratif ve
Quixfill’in; 48 saat sonrasinda Silorane Restoratif, G Coat Plus ve Quixfill’'in; 72
saat sonra ise Quixfill ve Silorane Restoratif’in toksik etki gostermedigi
saptanmistir. Fuji IX GP Extra, en disuk toksik etkiyi 24 saat sonra géstermis ve
bu materyal ile benzer olarak toksik etki gésteren Ketac N 100 Primer, Silorane
Primer, XP Bond ve Ketac N 100 Restoratif gruplar arasindaki farklliklar da

istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

2 Gunlik Ekstraktlarin MTT Testi Bulgulari
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Sekil 4.2.9. iki giinliik ekstraktlarin 3 farkl siire¢ sonunda uygulanan MTT testi bulgular
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Yedi gunlik ekstraktlarin  farkhh  glnlerdeki toksik etkilerinin
karsilastiriimasi ile (Sekil 4.2.10.) 24 saat sonunda G Coat Plus, Silorane Bond,
Silorane Restoratif ve Quixfill; 48 saat sonunda Quixfill ve Silorane Restoratif
toksik etki gdstermezken 72 saat icin tim materyallerin 7 glinlik ekstraktlar
toksik etki gostermislerdir. Fuji IX GP Extra, G Coat Plus ve Silorane Bond en
disik toksik etkiyi ilk gliniin sonunda gdstermislerdir. Toksik etkileri saptanan
Ketac N 100 Primer, Silorane Primer, XP Bond ve Ketac N 100 Restoratif gruplari

arasindaki farklliklar da istatistiksel olarak anlamh bulunmamustir.

7 guinliik ekstraktlarin MTT testi bulgular

. 250 -
=
":J‘: 200 T
= 24 saat
v 150 -
~ > 48 saat
o 48 saa
o 100 -
.__:r T k172 saat
50 -
0 ; T = T 1

kontrol

Xp Bond

Quixfill

Silorane Primer
Silorane Bond
Silorane Restoratif
Fuji IXGP Extra

G Coat Plus

Ketac N 100 primer
Ketac N 100 Restoratif

Adeziv Restoratif Materyaller

Sekil 4.2.10. Yedi giinliik ekstraktlarin 3 farkli siire¢ sonunda uygulanan MTT testi bulgular
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4.2.2 Monomer Salimi ile Toksisite iliskisinin Degerlendirilmesi

Adeziv restoratif materyallerin 1,2 ve 7 giinliik ekstraktlarindan gozlenen
monomer salimi ile, toksik etkilerinin karsilastirlmasi Spearman’in rho katsayist ile
degerlendirilmistir. Bu katsayr -1 ve +1 arasindadir. Bu saymin “0” olmasi

degerlendirilen gruplar arasinda bir etkilesim olmadigini belirtir. -1 ve +1 ise

€¢_¢« “.,»

etkilesimin kuvvetini gostermekte, etkilesimin ters orantili, “+” ise dogru
orantili bir etkilesimi bildirmektedir. Bu durumda, p degerinin 0,005ten kiiciik
olmasi etkilesimin istatistiksel olarak anlamli oldugunun gostergesidir. Bu
karsilagtirmaya monomer saliminin  goézlenmedigi Fuji IX GP Extra dahil
edilmemistir. Materyaller gézardi edilerek monomer salimi toksisite etkilesiminin
24, 48 ve 72 saat sonundaki dl¢timler icin karsilastinimasi sonucunda elde edilen
bulgular Tablo 4.2.5’te verilmistir. 24 ve 72 saat sonunda uygulanan MTT testi
sonucunda gdézlenen yiizde hiicre canlihgl ve zaman icerisindeki monomer salimi
arasindaki iliski, negatif yonde olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. 48 saat sonunda elde edilen yiizde hiicre canlii§i ve monomer
salimi etkilesimi ise istatististiksel olarak anlaml olmakla birlikte negatif yondedir
(p=0,017). Monomer salimi ve yiizde hiicre canlihgl ters orantilidir. Bu durum

artan monomer salimi ile adeziv restoratif materyallerin 48 saat sonrasindaki

6lciimlerde daha yiiksek toksik etki gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.2.5 Monomer salimi hiicre canliigr etkilesimi

24 saat 48 saat 72 saat

r -0,147  -0,342  -0,175
P 0,318 0,017 0,235

r: Spearman’nin korelasyon katsayisi, p: énemlilik diizeyi, p<0,05 iken etkilesim anlamlidir

4.3. Test Materyallerinin Mutajenik Etkilerinin Degerlendirilmesi
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Test edilen toplam dokuz adet adeziv restoratif materyalin DNA {izerinde
mutasyon olusturma potansiyelleri, Ames testi ile degerlendirilmistir. Bu amag

dogrultusunda dncelikle test suslarinin genetik isaretleri dogrulanmistir.

Ames Test Sisteminde Kullanilan Test Suslarinin Ureme Durumlari

Ames test sisteminde kullanilmasi planlanan test suslarinin, gecelik
kiltarlerinin yogunlugunun 1-2x10° bakteri kolonisi/mililitre olmasi gerekmektedir.
Salmonella typhimurium TA 98 test susunun mililitrede bulundurmasi gerekli canli
bakteri sayisina 5. saatte ulastigi bilindiginden gece boyunca uretilen TA 98 ve TA
100 suslari, taze ortamlara aktarilmasinin ardindan calkalamali etlivde 5 saat
boyunca inklibe edilmis ve sonrasinda %0.9’luk NaCl ¢6zeltisi ile uygun oranlarda
seyreltilerek nitrient agarli plaklara 0.01 ml’lik hacimlerde nokta ekimleri
yapilmistir. Bu plaklar, 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmis ve plaklardaki
koloniler sayilarak her iki sus icin de gecelik kiiltiirlerin beklenen yogunluga

ulastiklar dogrulanmistir.

Ames Testi Bulgulari

Mutajenite degerlendirmelerinden dnce, ¢calismada test edilmesi planlanan
tim adeziv materyallerin test suslar Gizerindeki sitotoksik degerleri belirlenmistir.
Mutajenite degerlendirmeleri, sitotoksik etkinin gézlenmedigi en yliksek dozdan
baslanilarak belirlenen doért farkli dozda yapilmistir. Yapilan degerlendirmelere
gore test edilmesi planlanan doz miktarlan test suslan Gzerinde sitotoksik etki
gostermemislerdir.

Kirksekiz saatlik inkiibasyon sonrasinda test edilen adeziv restoratif
materyallerin uygulandigi test plaklar ile negatif ve pozitif kontrol plaklan
Uzerinde koloni olusturan histidin prototroflarinin sayilmasi sonrasinda elde
edilen bulgular degerlendirilmistir. Mutajen tanimlamasinin yapilabilmesi igin test
edilen plaklarda tesbit edilmis histidin prototroflarinin sayisinin, negatif kontrol
plaklarindaki kendiliginden geriye dénen koloni sayisinin en az iki katindan fazla

olup, doza bagl bir artisin olmasi gerekliligi g6zéniinde bulundurulmustur. Sekil
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4.3.1’de Ames testi sonucunda elde edilen TA 98 ve TA 100 susuna ait mutajenik
etki gostermedikleri tesbit edilmis test, negatif kontrol ve pozitif kontrol plaklari

bulunmaktadir.

Negatif Pozitif kontrol | Test plagi
kontrol plagi plagi (Silorane
Primer)

TA 98

TA 100

Sekil 4.3.1 Ames testi sonrasi gozlenen bakteri kolonizasyonlari

4.3.1.Posterior Hibrit Kompozit Restoratif Sistem’e ait Mutajenite
Degerlendirmeleri (XP Bond ve Quixfill)

Quixfill restoratif materyalin 6ncesinde uygulanan adeziv XP Bond ’a ait
plak inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.1.’de, iki yonli varyans analizi

sonuglari ise Tablo 4.3.2.’de verilmistir.

Tablo 4.3.1. XP Bond ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon testi sonuglar



Ekstrakt Dozlar
siresi
1gun
100
negatif kontrol
pozitif kontrol
25
50
1 hafta 75

[0]0)

negatif kontrol

pozitif kontrol
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Geri dénen koloni sayisi £ Ss

n=3
TA 98 TA 100
55,67+ 7,57 181,33 £ 61,23
51,33+ 14,57 170,00 30,26
56,33 8,50 209,33 147,72
53,00 % 4,35 166,00 £ 29,59
42,66 £ 18,14 182,00 £ 20,29
470,00 £75,49 1533,33 £ 305,50
61,67 6,65 163,67 £ 11,84
66,33+7,23 165,67 £ 9,71
57,66 £ 15,37 185,33+ 12,85
47,00 + 28,82 166,00 15,10
44,66 5,03 182,00 + 20,29
470,00 £ 75,49 1533,33 £ 305,50

Yapilan istatistiksel analizlere gére XP Bond, TA 98 ve TA 100 suslarinda

hi¢bir doz icin mutajenik etki géstermemistir.

Tablo 4.3.2. XP Bond’a ait bulgularin iki yonlii varyans analizi tablosu
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Test susu sd KO p
Ekstrakt TA 98 1 100,83 0,472
suresi TA 100 1 634,80 0,418
Doz TA 98 4 264,36 0,268
TA 100 4 995,45 0,396
Ekstrakt TA 98 4 88,33 0,757
stresixdoz [ 1A 100 4 181,38 0,938

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 6nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

XP Bond’un Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda verdigi
sonuclar istatistiksel olarak analiz edildiginde; ekstrakt siiresi, doz etkenleri ve
ekstrakt suresi, doz etkilesimi arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar

olmadigr saptanmistir (p>0,05).
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Quixfill e ait plak inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.3.de, iki yonlu

varyans analizi sonuglari ise Tablo 4.3.4.’de verilmistir.

Tablo 4.3.3. Quixfill ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon testi sonuglari

Ekstrakt Dozlar
suresi L/plak

25

50
75
100

1gln

negatif kontrol
pozitif kontrol
25
50
75
100

1 hafta

negatif kontrol

pozitif kontrol

Geri dénen koloni sayisi + Ss

TA 938 TA 100
24,33 £11,37 165,001 7,00
28,33 £5,50 185,67 £19,39

20,00 + 16,64

206,33 £ 11,50

27,66 * 4,50 171,67 = 8,50
25,33%2,30 189,33 £ 10,05
182,67 £ 16,77 3146,67 £ 1300,66

30,66 t 4,04 174,00%7,93
36,00 * 7,81 181,33 £ 16,44
34,33 £ 6,65 180,33+ 23,50
42,67 £ 2,08 182,33 £ 17,61
31,33 +2,08 189,33 £ 10,05
97,00 % 2,64 3146,67 £1300,66

Yapilan istatistiksel analizlere goére Quixfill, TA 98 ve TA 100 suglarinda

hicbir doz icin mutajenik etki géstermemistir.



Tablo 4.3.4. Quixfill’e ait bulgularin iki yonli varyans analizi tablosu
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Test susu sd KO p

Ekstrakt TA 98 1 730,13 _
suresi TA 100 1 34,13 0,686
Doz TA 98 4 72,63 0,331
TA 100 4 546,45 0,060
Ekstrakt TA 98 4 29,46 0,738

stiresi x doz

TA 100 4 325,05 0,213

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 6nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Quixfil’'in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda verdigi

sonuclar istatistiksel olarak analiz edildiginde TA 98 susunda ekstrakt siiresinde

istatistiksel olarak anlamli farkliik saptanmistir (p=0,002). Dozlar gdzéniinde

bulundurulmadiginda 1 haftalik ekstraktlarin uygulandiklari TA 98 susuna ait

plaklarda daha fazla bakteri kolonizasyonu gézlenmistir.
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4.3.2 Siloran Sistem’e ait Mutajenite Degerlendirmeleri (Silorane)

Silorane, iki asamali bir self-etch adeziv sistemi biinyesinde barindiran bir

restoratif sistemdir. ilk asamada Silorane Primer uygulamasinin ardindan Silorane

Bond ve ardindan restorasyon uygulamasi gerceklestirilir. ilk asamada uygulanan

Silorane Primer’e ait plak inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.5.’de, iki yonli

varyans analizi sonuclari ise Tablo 4.3.6.’da verilmistir.

Tablo 4.3.5. Silorane Primer ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon testi sonuglan

Ekstrakt Dozlar Geri donen koloni sayisi £ Ss

slresi plak

L

TA 100
166,67 £ 51,31

216,00 * 21,16

258,00 £ 19,69

241,33 £ 40,06

208,66 £ 10,26

1426,66 * 205,26

250,66 £ 10,06

232,66 % 12,22

246,00 * 31,43

209,67 £ 54,50

208,66 £ 10,26

TA 98
25
53,33 £ 4,16
50 51,67+7,37
+ giin 75 57,33 £2,51
100 27,33 16,25
negatif kontrol 41,00 £13,89
pozitif kontrol 266,66 + 115,47
25 44,66 £ 11,67
50 57,66 £ 10,01
75 55,00 * 11,35
1 hafta 100 39,33 + 26,57
negatif kontrol 45,66 6,02
pozitif kontrol 266,66 £ 115,47

1400,00 #200,00

Yapilan istatistiksel analizlere gére Silorane Primer, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz i¢in mutajenik etki géstermemistir.
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Tablo 4.3.6. Silorane Primer’e ait bulgularin iki yonli varyans analizi tablosu

Test susu sd KO p
Ekstrakt TA 98 1 40,83 0,624
ol TA 100 1 974,700 0,323
Doz TA 98 4 519,867 -
TA 100 4 1884,667 0,136
Ekstrakt TA 98 4 95,667 0,679
suresi x doz TA 100 4 2936,533 -

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 5nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Silorane Primer’in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda
verdigi sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde TA 98 susunda dozlar
arasinda ve TA 100 susunda ekstrakt siresi, doz etkilesiminde istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar saptanmistir. TA 98 susunda, 75 ve 100 pl/plak dozlarinda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte farkliik g&zlenmistir (p=0,058).
Ekstrakt slresi doz etkilesimi dikkate alindiginda, TA 100 susunda 25 pl/plak
dozunda 1 giin ve 1 haftalik ekstraktlarin anlaml farkhiliklar goésterdigi
saptanmistir (p=0,003). TA 100 susu icin 1 haftalik ekstraktlarda dozlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmezken, 1 giinlik ekstraktlarda 25 ve

75 pL/plak dozlarinda saptanan farklillar anlamli bulunmustur (p=0,017).
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Silorane Primer’den sonra uygulanan Silorane Bond’a ait plak
inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.7.’de, iki yonli varyans analizi sonuglari ise

Tablo 4.3.8.’de verilmistir.

Tablo 4.3.7. Silorane Bond ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon testi sonuglari

Ekstrakt Dozlar Geri dénen koloni sayisi + Ss
suresi L/plak n=
TA 98 TA 100
= 57,33 £ 8,32 225,33 £ 24,54
50 45,33£7,50 241,33 49,36
1gun 75 50,33 + 13,57 227,66 £ 52,50
100 37,33+ 4,61 208,67 £ 41,29
negatif kontrol 41,00 13,89 208,66 + 10,26
pozitif kontrol 266,66 £ 115,47 1426,66 + 205,26
25 47,00 7,81 252,00 * 24,97
50 55,00 * 7,54 206,00 *5,29
75 50,66 9,07 262,66 + 42,01
1 hafta 100 52,33 +18,58 282,33 20,81
negatif kontrol 45,66 + 6,02 208,66 £10,26
pozitif kontrol 266,66 * 115,47 1426,66 + 205,26

Yapilan istatistiksel analizlere gére Silorane Bond, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz i¢in mutajenik etki géstermemistir.



Tablo 4.3.8. Silorane Bond’a ait bulgularin iki yonli varyans analizi tablosu
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Test susu sd KO p
Ekstrakt TA 98 1 12,133 0,326
suresi TA 100 1 3060,300 0,104
Doz TA 98 4 89,867 0,532
TA 100 4 1540,133 0,252
Ekstrakt TA 98 4 139,633 0,318

suresi x doz

TA 100 4 2519,800 0,086

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 5nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Silorane Bond’un Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda

verdigi sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde; ekstrakt siresi, doz

etkenleri ve ekstrakt siiresi, doz etkilesimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar olmadigi saptanmistir.
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Silorane Restoratif’e ait plak inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.9.’da,

iki yonli varyans analizi sonuglari ise Tablo 4.3.10.’da verilmistir.

Tablo 4.3.9. Silorane Restoratif ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda

plak inkorporasyon testi sonuglari

Ekstrakt Geri donen koloni sayisi * Ss
siresi

25

26,00 * 2,00 191,67 * 45,39

50 26,33+ 4,04 168,00 + 26,23

1.giin 75 25,66 + 5,03 195,66 + 58,10

100 27,331 9,50 138,00 12,16

negatif kontrol 25,33 +2,30 215,66 * 9,50

pozitif kontrol 182,67 £ 16,77 2546,67 + 2199,03

25 15,66 £ 3,78 159,33 £ 21,54

50 16,33 * 4,04 171,67 39,57

75 23,00+ 7,00 165,67 £ 20,55

1 hafta 100 15,66 * 5,50 174,33 £ 27,30

negatif kontrol 24,33 *+ 11,06 184,66+ 28,30

pozitif kontrol 266,67 + 115,47 1266,67 £ 115,47

Yapilan istatistiksel analizlere gore Silorane Restoratif, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz i¢in mutajenik etki géstermemistir.
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Tablo 4.3.10. Silorane Restoratif’e ait bulgularin iki yénli varyans analizi tablosu

Test susu sd KO p

Ekstrakt TA 98 1 381,63 _
suresi TA 100 1 853,33 0,375
Doz TA 98 4 20,88 0,695
TA 100 4 1554,53 0,240
Ekstrakt TA 98 4 36,21 0,446

suresi x doz

TA 100 4 1376,66 0,294

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 5nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Silorane Restoratif’in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda

verdigi sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde; TA 98 susunda ekstrakt

stiresinde istatistiksel olarak anlamli farkllik saptanmistir (p=0,005). 1 ginlik

ekstraktlarin eklendigi TA 98 susuna ait plaklarda gézlenen bakteri kolonizasyonu

miktari daha ytksek saptanmustir.



4.3.3. Giiclendirilmis Geleneksel Cam Iyonomer Sistem’e ait

Degerlendirmeleri (Equia)
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Mutajenite

Equia, Fuji IX GP Extra uygulamasindan sonra ytizey koruyucu G Coat Plus

uygulamasi gerektiren bir restoratif sistemdir. Fuji IX GP Extra’ya ait

plak

inkorporasyon test sonuclari Tablo 4.3.11.’de, iki yonli varyans analizi sonuglar

ise Tablo 4.3.12.’de verilmistir.

Tablo 4.3.11. Fuji IX GP Extra ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon test sonuglan

Dozlar
(uL/plak)

Ekstrakt
sliresi

25

50
75
1gun 100
negatif kontrol
pozitif kontrol
25
50
75
1 hafta 100

negatif kontrol

pozitif kontrol

Geri donen koloni sayisi £ Ss

(n=3)
TA 98 TA 100
19,33 £ 12,89 141,33 £ 10,97
26,67 £ 6,50 148,33 + 47,71
24,33 + 6,35 181,67 £ 31,34
25,33 £2,51 159,33+ 32,34
24,00 £ 5,56 141,33 £ 26,63
266,66 * 115,47 1733,33 £ 230,94
52,33 2,51 150,67 £ 19,73
48,00 % 2,64 189,33 + 78,52
44,00 14,00 176,00 + 28,84
56,33 * 3,51 204,00 +18,33
44,33+ 6,65 208,67 + 63,12
333,33 £ 115,47 1700,00 £ 100,00

Yapilan istatistiksel analizlere gore Fuji IX GP Extra, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz i¢in mutajenik etki géstermemistir.



Tablo 4.3.12. Fuji IX GP Extra’ya ait bulgularin iki yonli varyans analizi tablosu
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Test susu sd KO p
Ekstrakt TA98 1 4712,53
suresi TA 100 1 7363,33
Doz TA 98 4 46,20 0,518
TA 100 4 1224,71 0,584
Ekstrakt TA 98 4 61,36 0,379
suresi x doz TA 100 , 28258 .

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 6nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Fuji IX GP Extra’nin Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda

verdigi sonuclar istatistiksel olarak analiz edildiginde, her iki sus icin de ekstrakt

sliresinde istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptanmistir. TA 98 (p<0,001) ve

TA 100 (p=0,05) suslarinda 1 haftalik ekstraktlarin eklendigi plaklarda daha fazla

bakteri kolonizasyonu izlenmistir.
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Equia cam iyonomer restoratif sistem icinde bulunan yiizey koruyucu G

Coat Plus’a ait plak inkorporasyon test sonuclarl Tablo 4.3.13.’de, iki yonli

varyans analizi sonuclari ise Tablo 4.3.14.’de verilmistir.

Tablo 4.3.13. G Coat Plus ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda plak

inkorporasyon testi sonuglar

Ekstrakt Geri donen koloni sayisi £ Ss
siiresi
43,00 £ 8,00 206,33 * 22,27
) 42,66 + 7,02 213,33+ 18,90
18un 75 48,00 * 8,71 191,33 £ 43,46
100 45,33 £ 6,50 168,33 + 61,17
negatif kontrol 36,66 + 3,05 191,33+ 8,08
pozitif kontrol 266,67 £ 115,47 1416,66 £225,46
25 39,66%7,37 217,33 58,56
50 38,00 £ 5,29 190,66 + 10,06
75 40,33 +7,93 254,67 £28,37
lrsine 100 42,00 t 4,72 191,33 * 34,31
negatif kontrol 39,66 5,31 208,67+ 63,12
pozitif kontrol 333,33 £115,47 1700,00 % 100,00

Yapilan istatistiksel analizlere gére G Coat Plus, TA 98 ve TA 100 suslarinda

hicbir doz icin mutajenik etki géstermemistir.
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Tablo 4.3.14. G Coat Plus’a ait bulgularin iki yonli varyans analizi tablosu

Test susu sd KO p
Ekstrakt TA 98 1 80,03 0,203
suresi TA 100 1 2539,20 0,223
Doz TA 98 4 35,16 0,562
TA 100 4 1536,25 0,452
Ekstrakt TA 98 4 80,03 0,203

siiresi x doz

TA 100 4 1418,45 0,491

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farklilik 5nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

G Coat Plus’in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda verdigi
sonuclar istatistiksel olarak analiz edildiginde; ekstrakt stiresi, doz etkenleri ve
ekstrakt silresi doz etkilesimi arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar

olmadigi saptanmustir (p>0,05).
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4.3.4. Nano-iyonomer Restoratif’e ait Test Mutajenite Degerlendirmeleri

(Ketac N-100)

Ketac N 100 restoratif sistem, restoratif materyal 6ncesinde primer

uygulamasini icerir. Ketac N 100 Restoratif’ten 6nce uygulanan Ketac N 100

Primer’e ait plak inkorporasyon test sonugclari Tablo 4.3.15.’de, iki yonla varyans

analizi sonuclari ise Tablo 4.3.16.’da verilmistir.

Tablo 4.3.15. Ketac N100 Primer ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda

plak inkorporasyon testi sonuglar

Ekstrakt Dozlar Geri donen koloni sayisi £ Ss
sliresi L/plak
25
45,66 5,50 174,67 £ 50,33
50 44,00 £ 5,29 185,33 + 38,85
1 giin 75 42,00 2,00 130,67 10,06
100 44,33 £ 6,02 146,67 * 22,03
negatif kontrol 34,00 8,00 182,00 £ 20,29
pozitif kontrol 353,33 £136,13 1600,00 £ 200,00
25 34,67 + 4,72 136,66 * 38,27
50 59,67 + 8,08 154,66 £ 14,22
75 54,67 £10,97 129,66 * 21,22
1 hafta 100 62,33 £ 5,85 131,00 % 23,51
negatif kontrol 46,33 6,08 182,00 * 20,29
pozitif kontrol 353,33 £ 136,13 1533,33 £ 305,50

* p<0,05 iki yonli varyans analizinde kontrole gore anlamli farklilik gosteren grubu belirtmektedir.

Yapilan istatistiksel analizlere gére Ketac N-100 Primer, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz i¢in mutajenik etki géstermemistir.
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Tablo 4.3.16. Ketac N100 Primer’e ait bulgularin iki ydnli varyans analizi tablosu

Test susu sd KO p
Ekstrakt TA 98 1 681,63
sliresi TA 100 1 4224,53
Doz TA 98 4 237,55
TA 100 4 1747,91 0,167
suresi x doz
TA 100 4 347,11 0,834

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farkllik 5nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi,

p: 6nemlilik diizeyi

Ketac N100 Primer’in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinda
verdigi sonuclar istatistiksel olarak analiz edildiginde her iki sus icin ekstrakt
suresinde, TA 98 susu icin ise doz etkenleri ve ekstrakt siresi ile doz etkilesimi
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar saptanmistir. TA 98 susu (p=0,001)
icin 1 haftalik ekstraktlarin eklendigi plaklarda daha fazla bakteri kolonizasyonu
gozlenirken, TA 100 susu (p=0,049) icin durum tam tersidir. Ekstrakt siresi
gozoniinde bulundurulmadiginda, TA 98’in 25 ve 100 pl/plak dozlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkllik tesbit edilmistir (p=0,029). Doz ekstrakt siiresi
etkilesimi goz ©6nlinde bulunduruldugunda TA 98 susunda 25 pl/plak  dozu
disinda tiim dozlarda 1 giinlik ve 1 haftalik ekstraktlar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar gézlenmistir.
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Ketac N-100 Restoratif’e ait plak inkorporasyon test sonuclari Tablo

4.3.17.’de, iki yonli varyans analizi sonuclari ise Tablo 4.3.18.’de verilmistir.

Tablo 4.3.17. Ketac N100 Restoratif ile Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 mutant suslarinda

plak inkorporasyon testi sonuglari

Ekstrakt Dozlar Geri dénen koloni sayisi £ Ss
stiresi L/plak =
TA 98 TA 100
25 39,00 +12,16 136,67 + 12,58
50 39,66 +12,05 108,00 11,13
75 35,00 % 8,54 134,00+ 7,54
1giln
& 100 37,66 16,56 138,00 £ 40,58
negatif kontrol 30,33+ 12,89 107,00 % 31,00
pozitif kontrol 266,67 + 115,47 1416,66 * 225,46
25 21,00 £ 4,35 152,33+ 32,19
50 24,66 * 4,50 107,67 £ 13,05
75 2 +2,51 122,33+10,6
< hafta 5,66 5 33 ,09
100 27,00 £ 11,79 118,33+ 20,59
negatif kontrol 23,33 +2,30 132,66 * 33,00
pozitif kontrol 135,33 * 5,03 1426,66 *+ 205,26

Yapilan istatistiksel analizlere gére Ketac N-100 Restoratif, TA 98 ve TA 100

suslarinda hicbir doz icin mutajenik etki géstermemistir.
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Tablo 4.3.18. Ketac N100 Restoratif’e ait bulgularin iki ydnli varyans analizi tablosu

Test susu sd KO P

Ekstrakt TA 98 1 1080,0 _
suresi TA 100 1 28,03 0,828
Doz TA 98 4 29,58 0,877
TA 100 4 1078,86 0,156
Ekstrakt TA 98 4 29,58 0,877

siiresi x doz

TA 100 4 528,20 0,475

*p<0,05 iken etkilesimler arasi farkliik 6nemlidir. sd: serbestlik derecesi, KO: kareler ortalamasi, p:

onemlilik diizeyi

Ketac N100 Restoratif’in Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100

suslarinda verdigi sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde, TA 98 susu igin

ekstrakt siiresinde istatistiksel olarak anlaml farkllik saptanmistir (p=0,004). Bir

gunlik ekstaktlarin eklendigi plaklarda, daha yliksek bakteri kolonizasyonu

gozlenmistir.
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4.4. Adeziv Restoratif Sistemlerin Biyouyumluluklarinin in Vivo Kosullarda
Degerlendirilmesi
Bu ¢alismada uygulanan histopatolojik degerlendirmeler sonucunda elde

edilen bulgular Tablo 4.4.1.” de belirtilmistir.

Tablo 4.4.1. Adeziv restoratif sistemlerin uygulandiklari 6rneklerden elde edilen histopatolojik

cevaplara ait veriler

inflamatuar hiicre Doku Tamir Bakteri Kalan dentin
cevabi diizensizligi dentini boyama kalinhg
Gruplar ortalama = Bireyin
Ss yasi
(mm)

1 hafta - 1,40 £ 0,32 [ 15,66 *3,66
XP Bond (GED)

ve 1ay 6| -|-|- 51| -|-|6]-|-]6| -]-|-| v55£017 |18,00£3,09
Quixfill (n=6)

EREN 6] - - | - a2 -|-16]-|-|6] -|-]-| 1332029 | 13,83 1,32
GED)

Silorane [SRPFWAN 6| - | - | - 6|-| -|-|6|-|-]6]-]-]-| »21%038 [ 16330,
(n=6)

Thattal NN N N s{1| -|-|6|-|-]6|-]-|-| 146039 [ 1533%0,81
(n=6)

1ay 6| -|-|- 6|-| -|-]6]-|-|6]-]-]-| ©31£016 | 1566*1,03
(n=6)

JakEider [ 6 - (- |- -1 4] -|2)|-]6|-|-1|6| -]|-1-| 4¥23%£030 [19,00%£7,97
(n=6)

6| -| -|- s|-|1]-|6]-|-]6|-]-1]-] 130025 |18,00£7,87

A: akut, K: kronik

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde; tim adeziv restoratif sistemler
icin restorasyonlarin altinda inflamatuar hiicre cevabinin yanisira tamir dentini
olusumu ve bakteri boyanmasi (Sekil 4.4.1.) gbzlenmedigi saptanmistir. Posterior

hibrit kompozit restoratif sistemin (XP Bond ve Quixfill) uygulandigi dislerde 1
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hafta sonrasinda 2, 1 ay sonrasinda degerlendirilen dislerden 1 tanesinde, Silorane
grubuna ait 1 hafta sonrasinda ¢ekimi yapilan 2 diste, Equia sistemine ait grupta 1
hafta sonrasinda ¢ekilen ve degerlendirilen 1 diste restorasyonlarin altindaki alan
ile simirl olmak Uzere doku morfolojisinde bozulmalar ve odontoblast
tabakasinda az miktarda diizensizlikler gézlenmistir. Ketac N100’e ait grupta 1
hafta sonrasinda ¢ekilen 2 diste, 1 ay sonra ¢ekimi yapilarak degerlendirilen 1 diste
ise restorasyonlarin altinda genel pulpa morfolojisi ve hiicre organizasyonunda
bozulmalar gézlenmistir. Degerlendirmeler sonrasinda elde edilen verilerin
Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel olarak analiz edilmesi sonucunda inflamatuar
hiicre cevabi, yumusak doku organizasyonu, tamir dentini olusumu ve bakteri
boyanmasi olmak (zere tim kriterler icin istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gozlenmemistir (p=0,429). Kalan dentin kalinhg ile yumusak doku organizasyonu

arasinda ise anlaml bir iliski saptanmamistir (p=0,744).

Sekil 4.4.1 Brown and Brenn boyama sonrasi kesitlerin gériinim A (Silorane) ,B (Equia) : X 40

buyiitme altinda kavite tabani goriintiisti C (Ketac N 100), D (XP Bond+ Quixfill) : X 100

biylitmede dentin tibdllerinin gériintlsi
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4.4.1. Posterior Hibrit Kompozit Restoratif Sistem XP Bond ve Quixfill'in
Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Etch&rinse adeziv sistem XP Bond ile birlikte uygulanan posterior hibrit
kompozit rezin Quixfill ile restore edilen ve farkli zamanlarda ¢ekilmelerinin
ardindan degerlendirilen toplam 12 diste pulpal inflamasyon, tamir dentini
olusumu ya da bakteri varligi saptanmamistir. Bir hafta sonra ¢ekilen 2 diste ve 1
ay sonra cekilen 1 diste odontoblast tabakasinda restorasyon alani ile sinirli

olmakla birlikte diizensizlikler gézlenmistir (Sekil 4.4.2.).

dontoblast
tabakasi

Sekil 4.4.2. XP Bond+Quixfill’in uygulanmasi sonrasinda elde edilen kesitlerde izlenen goriintii
(A,B,D :HE X 100, C: HE X 40 ). A: diizenli odontoblast tabakasi, B: odontoblast tabakasinda
hafif dlizensizlik, derindeki pulpa dokusu normal gériiniimde, C,D: diizenli odontoblast tabaka ve

pulpa dokusu
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4.4.2. Silorane Sistem’in Uygulandig Dislerden Elde Edilen Bulgular

Silorane sistem uygulandiktan 1 hafta veya 1 ay sonra degerlendirilen
toplam 12 diste pulpal inflamasyon, tamir dentini olusumu ya da bakteri varlig
tesbit edilmemistir. Sadece 1 hafta sonra ¢ekilen 2 diste, odontoblast tabakasinda

restorasyon alani ile sinirli olmakla birlikte diizensizlik gézlenmistir (Sekil 4.4.3.).

*.Odontoblast” "~ -’
-tabakas: -

~ Kavite

Sekil 4.4.3 Silorane Sistem’in uygulanmasi sonrasinda elde edilen kesitlerde izlenen goriinti (A:HE

X 40, B,C,D: HE X 100 ) A,B,C,D: diizenli odontoblast tabakasi ve pulpa dokusu
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4-4.3. Giiclendirilmis Cam iyonomer Restoratif Equia’nin Uygulandig Dislerden
Elde Edilen Bulgular
Gu¢lendirilmis cam iyonomer restoratif Equia’nin restoratif materyali Fuji
IX GP Extra ve ardindan ylizey Ortliclisii G Coat Plus’in uygulandigi toplam 12
disten, sadece 1 hafta sonrasinda cekimi gerceklestirilen bir tanesinde doku
morfolojisi bitiinligiinde bozulma izlenirken; diger 11 diste pulpal inflamasyon,
yumusak doku organizasyonu bozuklugu, tamir dentini olusumu ya da bakteri

varligr tesbit edilmemistir (Sekil 4.4.4.).

Kavite

Sekil 4.4.4. Gliclendirilmis cam iyonomer restoratif Equia’nin uygulanmasi sonrasinda elde edilen
kesitlerde izlenen gériinti (A,C:HE X 40, B,D: HE X 100). A,B,C,D: diizenli

odontoblast tabakasi ve pulpa dokusu
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4.4.4. Nanoiyonomer Restoratif Sistem Ketac N 100’iin Uygulandigi Dislerden

Elde Edilen Bulgular

Asidik primeri ile uygulanan rezin modifiye cam iyonomer restoratif Ketac
N 100 ile restore edilen toplam 12 disin 9 tanesinde diste pulpal inflamasyon,
yumusak doku organizasyonu bozuklugu, tamir dentini olusumu ya da bakteri
varligl tesbit edilmemistir. 1 hafta sonrasinda c¢ekimi gerceklestirilen 2 diste
odontoblast tabakasinda yaygin diizensizlikler gézlenmistir. Damarlarda ise hafif
derecede genislemelerin izlenmesi ile birlikte, damar disina ¢ikan eritrositlere
rastlanmamustir. 1 ay sonrasinda cekilerek degerlendirilen 1 diste ise odontoblast
tabakasinda yaygin dizensizlikler ve damarlarda gozlenen genislemelerin disinda

fibrozis gdzlenmistir (Sekil 4.4.5.).

Sekil 4.4.5. Nanoiyonomer restoratif sistem Ketac N 100’lin uygulanmasi sonrasinda elde edilen
kesitlerde izlenen goriintl (A,C:HE X 40, B,D: HE X 100). A, B: odontoblast
tabakasinda diizensizlik, derindeki pulpa dokusunda bozulma C,D: odontoblast tabakada

dizensizlik, fibrozis
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5. TARTISMA

5.1. HPLC bulgularinin degerlendirilmesi

Giderek artan toplumsal bilin¢ diizeyi, dis hekimligi alaninda da kisilerin
daha uzun o6mirll, daha estetik ve daha fonksiyonel restorasyonlar talep
etmelerine neden olmaktadir. Dis dokusunu en iyi taklit edebilen materyali
gelistirebilmek ve en az doku kaybi ile en iyi estetik ve fonksiyonu saglayabilmek
amaci ile takip edilen minimal invaziv dis hekimligi, adeziv restoratif sistemlerdeki
hizli  gelismelerin temelini olusturmaktadir (371). Arastirmacilarin, materyal
Ozelliklerini gelistirebilmek icin yaptiklari ¢alismalar sonucunda; ¢ok sayida riin
ise kimi zaman yeterli laboratuvar ve klinik testleri yapilmadan kullanima
sunulmaktadir. ideal restoratif materyalin uygun mekanik ve fiziksel 6zelliklere
sahip olmasinin yanisira, bu materyallerin temasta oldugu dokulara biyolojik
olarak uyumlu olmasi gerekliligi géz ardi edilmemelidir (372). Bu nedenle adeziv
restoratif materyaller, klinik kullanimdan énce biyouyumluluklarinin saptandig bir
seri test protokoliinden gecmek zorundadirlar.

Pulpal hasar olusturan etkenlerden biri, dentin tubdilleri boyunca pulpa
dokusuna diffiize olabilen artik monomer salimi olarak kabul edilmektedir (179).
Adeziv restoratif materyaller; biyouyumluluk 6&zelliklerini etkileyen farkli
metakrilat veya akrilat monomerleri, dimerleri veya oligomerlerinden olusan
polimer matriks, doldurucu partikdlleri (13), baslaticilar, polimerizasyon
inhibitorleri ve stabilizatorler gibi bilesenlerden olusur (229). Kompozit rezinler,
zaman icinde tamamlanmamis polimerizasyonlari ve agiz sivilarinin etkisi ile
bozunmaya ugrarlar (13,335). Bu bozunma; monomer, dimer ve oligomerlerin
kimyasal yapisi, polimerize matriks icindeki capraz baglarin orani, konversiyon
derecesi ve cevresel faktorlere bagh olarak degiskenlik gosterir (288). Rezin
esasl restoratif materyallerin polimerizasyonu sirasinda baglarin olusumu ile,
monomer ve oligomerik molekiillerin hareketinin sinirlanmasi, tamamlanmamis
metakrilat gruplar ile reaksiyona girmemis monomerlerin kalmasina sebep olur.

(373-375). Polimer matriks icinde reaksiyona girmemis monomerler, polimer
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sistemden disar diffize olarak cevre dokularda hasar olustururlar (375,376).
Bununla birlikte pulpa hticrelerinin, bu monomerler disinda restoratif sistemlerin
baslaticilar veya radikaller gibi farkli bilesenlerinden de etkilenebildigi
bilinmektedir (375).

Adeziv restoratif materyallerden salinan arttk monomer miktari ve
bozunma urinleri ile diger materyallerin tesbitine yénelik ilk arastirmalar, Spahl
ve dig.’nin (179) gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi yontemini kullanarak,
1sikla polimerize kompozit rezinleri degerlendirdikleri calismalarla baslamistir. Gaz
kromatografisi, hizli bir yontemdir ve genellikle HEMA gibi disiik molekdler
agirliga sahip kimyasallarin saptanmasinda kullanilir (377). Gaz kromatografisine
ek olarak Miseller Elektrokinetik Kromatografi (Micellar Electrokinetic
Chromatography) (378) ve Elektrosprey Iyonizasyon/kiitle Spektrometrisi de
(Electrospray lonization/mass Spectrometry) (303) kullanilmaktadir. Bis-GMA ve
TEGDMA gibi ¢6ziinebilen ve ucucu olmayan daha biiyik reaktif bilesenler, gaz
kromatografisinde ayrisir ve ayrisma triinleri saptanir. Bu nedenle 6zellikle biyiik
monomerlerin saptanmasinda siklikla kullanilan yéntem HPLC’dir (10,379).
HPLC’nin ayirtetmede etkin ve siklikla uygulanan bir yontem olmasi dolayisi ile,
adeziv restoratif materyallerden salinan monomer miktarinin belirlenmesinde
tercih edildigi bilinmektedir. Bu calismada; monomerlerin sivi olan mobil faz
icinde ¢oziinmesi nedeni ile, gaz kromatografisinden daha kontrollii ayriima
saglayan kromatografik yontem HPLC, kullaniimistir (11).

Adeziv restoratif sistemlerden salinan monomer miktarina etki eden
¢Ozlch turld ve ekstraksiyon siresinin degerlendirildigi, cok sayida calisma
bulunmaktadir (377,380). Moharamzadeh ve dig. (11), G¢ farkll monomerin esas
alindigir  kompozit rezinlerden, farkli ¢6ziicilerde monomer salimlarini
degerlendirdikleri arastirmalarinda; TEGDMA esash kompozitlerden gerceklesen
monomer sallmmin daha fazla oldugunu gozlemlemislerdir. Ekstrakt elde
edilmesinde kullanilan c¢o6ziicilerin ise monomer saliminda anlaml etkileri
oldugunu bildirmislerdir. Distile su, tukirdk, etanol, metanol ve asetonitril,

monomer salimini belirlemede kullanilan ¢6zticiilerdendir. Etanol, metanol veya
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karisimlan gibi organik ¢éziiciiler, oral kosullari taklit ettikleri icin daha sik tercih
edilen ¢dziculerdir. Bu organik ¢dziculer, polimer agina penetre olma 6zelligine
sahiptirler. C6zliciniin bu matrikse penetre olmasi ile birlikte, polimer zincirleri
arasindaki acikliklar genisler ve oligomerler difflize olur (221). Caismamizda bu
avantajlarindan dolayi, %70 metanol-deiyonize su karisimi kullanilmistir.

Bu calismada gerceklestirilen HPLC analizi, klinik kosullara uyarlanabilme
acgisindan birtakim zorluklar icermektedir. Farkli adeziv restoratif materyallerin
degerlendirilmesinin yanisira, sinirli sayida olan bu materyal miktari ile bir
genelleme yapmak giigtiir ve in vitro, in vivo testler ve klinik kullanim arasinda
kurulan iliski, sinirlamalar icermektedir. Bununla birlikte HPLC analizi sonucunda,
artik monomerlerin adeziv restoratif materyallerden farkli stirelerde salimu ile ilgili
kaydadeger bulgular elde edilmistir (240,310,381). Artik monomerlerin salim;
rezin icerik 6zellikleri, polimerizasyon kosullart ve in vitro kosullarda tercih edilen
¢ziicii kimyasina baghdir. in vivo kosullarda ise monomer salimi bircok faktérden
etkilenir. Bunlardan biri, restorasyonu uygulayan hekim faktéridir. Bu agidan
degerlendirildiginde, uygulama asamalari ve {retici firmalarin uygulama 6nerileri
6nem kazanmaktadir (382). Salinan monomer miktari, restoratif materyallerin
polimerizasyon dereceleri ile ters orantili olarak degiskenlik gosterir. Restoratif
materyallerin konversiyon derecesi; genellikle 1sik kaynaginin siddeti, tirid ve
yogunlugu ile iliskilidir (221). Polimerizasyon siiresinin arttirlmasi ile artik
monomer miktarinda diisiis gozlendigi bilinmektedir (377). Bu nedenle tez
calismasinda; restoratif materyaller, dretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda
polimerize edilmigslerdir. Klinik kosullarda, adeziv sistemlerin daha ince bir tabaka
olarak uygulanip, sonrasinda kompozit restorasyonun uygulanmasi sirasinda da
ek bir polimerizasyona maruz kaldigr disinildigiinde, in vitro kosullarda 1 mm
kalinhginda hazirlanan adeziv sistemlere ait 6rneklerin ekstraktlarinda gézlenen
artik monomer saliminin daha fazla olmasi, 6ngoérilmesi gerekli bir noktadir. Bu
etkenlerin disinda, klinik kosullarda uygulanan adeziv restoratif materyaller ve
pulpa dokusu arasinda bariyer gorevini Ustlenen dentin dokusunun varligi da

unutulmamalidir.
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Literatiirde; kompozit rezinlerden (288,310,311,383), rezin karisimlarindan
(10,312,384) ve ortodontik adezivlerden (313) salinan monomerlerin HPLC ile
belirlendigi, ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (310,385). Salinan monomer
miktart ve tam salimin gerceklestigi siire ise dikkat edilen konular arasindadir.
Bazi ¢alismalarda, monomer elisyonunun 1 ile 7 giin arasinda tamamlandigy;
bazilarinda ise daha uzun siirede gerceklestigi belirtiimektedir (382,386).
Ferracane ve Condon, 1990 yilinda gerceklestirdikleri arastirmalarinda (309); rezin
kompozitleri su ve %75 etanol’de bekletmeden &nce ve sonrasinda tartarak, bu
salimin 24 saatte tamamlandigini géstermiglerdir. Bu tez calismasinda, g farkh
sirede metanol-deiyonize su karisimi veya metanolde bekletilmeleri sonrasinda
elde edilen materyal ekstraktlarinda bulunan artik monomer miktari saptanmistir.
Coziicl icinde bekletilme siresine bagli olarak salinan monomer miktarinda artis
gozlenmistir.

Yapilan bir calismada; 24 veya 72 saatin, reaksiyona girmemis Bis-GMA
saliminin %85’inin gerceklestigi bir sire¢ oldugu; 9-72 saat sonunda salinan Bis-
GMA miktarinin ise 0-6 saat sonunda gdzlenen miktardan yilksek oldugu
bildirilmistir (387). Bu tez calismasinda da beklenildigi izere, ekstrakt siiresi ile
dogru orantili olarak saptanan monomer miktarinda artis gézlenmistir. Altintas ve
dig. arastirmalarinda, iki adeziv sistemden farkh siirelerde (10 dakika, 1 saat, 24
saat, 3, 7, 14, 21 gln) salinan HEMA miktarini degerlendirmisler ve bu tez
calismasinda elde edilen bulgularla paralel olarak; bir adeziv sistem icin salinan
monomer miktarini en fazla 21 giin sonunda goézlemlemeleri ile birlikte 14 giin ve
21 ginlik ekstraktlardaki farkhlhigin, istatistiksel olarak anlamli olmadigini
saptamislardir.  Bununla birlikte test ettikleri diger adeziv sistem i¢in, zaman
icinde monomer saliminda istatistiksel olarak anlamli farkhlik olmadigini rapor
etmislerdir (382). Bu tez calismasinda; ekstrakt stiresi ile dogru orantili bir artis
gozlenmesi ile birlikte bu siirenin en fazla 7 giin olmasi nedeniyle, daha sonraki
siirecte monomer saliminin devam edip etmeyeceginin merak konusu olmasi,
daha uzun dénemde monomer saliminin degerlendirildigi daha farkl

arastirmalara gereksinim dogurmaktadir. S6z konusu calismalardan farkli olmak
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tizere, Polydorou ve dig. (388) ekstraktlarin belirlenen siirelerde yenilenerek elde
edildigi calismalarinda (24 saat, 7 giin, 28 giin ve 1 yil), bir nanohibrit kompozit, bir
ormoser ve kimyasal sertlesen bir kompozitten salinan monomer miktarini
degerlendirmisler ve TEGDMA saliminin 28 giin ve 1 yil icinde azaldigini, Bis-
GMA’nin ise farkli sireler icinde benzer salim gdsterdigini bildirmiglerdir.
Manojlovic ve dig (389) de, olusturduklari standart sinif 5 kavitelere uyguladiklari
restoratif materyallerden gézledikleri TEGDMA, HEMA ve UDMA saliminin 28 giin
sonra da devam ettigini bildirmislerdir. Lee ve dig. (390) ise salinan monomer
miktarini 7, 14 ve 30 gin icinde degerlendirdiklerinde; 30 giin sonunda 7 giine
oranla daha fazla monomer tesbit etmislerdir.

Rezin restoratif materyallerin bozunmasi, genellikle siloksan ya da ester
baglarinin hidrolizi ile gerceklesir (391,392) ve bozunma sonucu salinan driinler bu
bilesenlerin molekiiler buydklikleri ile iliskilidir. Daha kii¢iik molekdiller, biyik
molekdllere gore daha hizli hareket ederler. Ortengren ve dig. (13); test ettikleri
dental materyallerin bilesiminde bulunan en disik molekiler agirlia sahip
TEGDMA’nin, materyal ekstraktlarinda saptanan temel monomer oldugunu ve
maksimum monomer konsantrasyonunun, yedi gin sonunda goézlendigini
bildirmiglerdir. Bu tez c¢alismasinda test edilen materyallerden salinan
monomerler molekiil agirliklarina gore siralandiklarinda, kiiciikten biytige dogru
MMA (100 g/mol), HEMA (130 g/mol), EGDMA (198 g/mol), BPA (228 g/mol),
TEGDMA (286 g/mol), dekametilpentasiloksan (370 g/mol), UDMA (470 g/mol) ve
Bis-GMA’dir (512 g/mol) (111). HEMA dusik molekiler agirhigina bagh olarak
iceriginde bulundugu XP Bond’dan UDMA ve TEGDMA’ya gore daha yiliksek salim
gosterirken; bu salim, Silorane Primer’de Bis-GMA’ya ve Ketac N 100 Restoratif’te
ise TEGDMA ve Bis-GMA’ya go6re daha disik goézlenmistir. Monomer olarak
sadece HEMA iceren Ketac N 100 Primer ise en yiiksek monomer salimina sahip
olarak gézlenmistir.

Polydorou ve dig. (247), UDMA teriminin tek bir molekilden ziyade, farkli
molekdiler agirliklarda ve yapida kimyasallart tanimladigini belirtmisler ve kiitle

dedektor ile bu farkliliklarin saptanabilecegini vurgulamislardir. Bu calismada
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UDMA saliminin degerlendirildigi adeziv restoratif materyaller, Dentsply firmasina
ait XP Bond ve Quixfill ile GC firmasina ait ylizey Ortliclisi G Coat Plus’tir. Farkli
molekiiler agirliklara sahip oldugu disiiniilen bu monomerlerin saptanmasinda
kiitle dedektorden ziyade diyot dizi dedektér tercih edilmistir.  Calisma
cozeltisinin hazirlanmasinda ise Sigma Aldrich’den temin edilen 470 g/mol
molekdler agirliga sahip Gretan dimetakrilat kullanilmistir.

Ak ve dig. (8) TEGDMA ve Bis-GMA salimini degerlendirdikleri
calismalarinda; tesbit ettikleri monomer saliminin, diger arastirmalardan daha
yiksek oldugunu goézlemlemisler ve bu farklii§i materyalleri polimerize
etmelerinin hemen ardindan ¢o6ziici icerisine yerlestirmelerine baglamislardir. Bu
tez calismasinda da materyaller hazirlanmalarinin hemen ardindan ekstraktlarinin
alinmasi igin ¢6zlci icerisine birakilmislardir.

Adeziv sistemlerin, zaman iginde baglanmayr kéti yonde etkileyen
hidrolitik bozunmaya ugradiklar bilinmektedir (393). Kollajen ve rezin iceren
hibrit tabaka, endojen matriks metalloproteinaz enzimi nedeni ile bozunmaya
ugrar ve nanosizinti goriilen alanlardan, kii¢iik molekil ve iyonlarin difiizyonu
gozlenir (394). Dentin sivisi ile temasta olan adezivler; dentin tubdlleri, primer
dentin ve odontoblast tabakasinda da go6zlenebilen kiicliik rezin partikillerin
varligindan sorumludur (21) ve bu rezin partikiilleri pulpada da izlenebilir (32,111).
Tum bu bilgiler dahilinde, adeziv restoratif materyallerden salinan monomer
miktarmnin pulpa tGzerindeki etkisinin dnemi kanitlanmistir.

Materyal bazinda ele alindiginda; UDMA, TEGDMA ve HEMA iceren XP
Bond icin en yiksek salimin, en disik molekiler agirhiga sahip HEMA icin
saptandigl gozlenmistir. Literatiirde XP Bond’dan gbézlenen monomer saliminin
degerlendirildigi bir arastirma bulunmamaktadir. iceriginde HEMA’nin yanisira
Bis-GMA bulunduran Silorane Primer’in 1 glinlik ekstraktinda ise XP Bond’dan
farkl olarak Bis-GMA saliminin daha yiiksek oldugu gézlemlenirken, bu farklilik 7
ginlik ekstraktlarda HEMA lehine olmustur. HEMA’nin disik molekiiler
agirhginin yanisira, farkhh monomerlerle birlikte kullanildiginda, yeterli hidrofilik

Ozellik saglayarak monomerlerin difizyonunu arttirdigi bilinmektedir (264).
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Silorane Primer’in 1 giinliik ekstraktinda Bis-GMA saliminin daha fazla izlenmesi,
HEMA’nin sagladigr hidrofilik 6zellikle iliskilendirilebilir; 7 glnlik ekstraktta ise
disik molekiler agirigina bagh olarak daha yiiksek oranda HEMA saptandigi
dasunilebilir. Farkliisik cihazlar ile polimerize edilen ve Silorane Primer ile benzer
sekilde HEMA ve Bis-GMA iceren Adper Single Bond 2’den farkl ¢6ziiciilerde (su
ve %75 etanol-su karisimi) ve 2 farklh sire sonunda (7 giin, 30 giin) salinan
monomer miktarinin degerlendirildigi bir calismada; su icinde Bis-GMA salimina
rastlanmamis; LED ile polimerize edilmis 6rneklerden %75 etanol-su karisiminda
gozlenen Bis-GMA saliminin ise HEMA salimi ile karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli farkliiga sahip olmadig tesbit edilmistir (395).

Literatiirde; Silorane adeziv sistemden goézlenen monomer saliminin HPLC
analizi ile degerlendirildigi, tek bir arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmada, farkli
adeziv sistemlerden monomer salimlari dentin diskleri Gzerine uygulayarak
degerlendirilmis ve bu yéntem ile Silorane Bond, disk Gzerine Uretici firmanin
Onerileri  dogrultusunda primerin ardindan uygulanmistir (283). Raman
Spektroskopisi ile yapilan degerlendirmede, Silorane adeziv sistemin uygulanmasi
ile primer ve bond olmak tizere iki ayri tabaka gézlendigi de bildirilmistir (396).
Miletic ve dig. (283) bahsedilen bu arastirmada, Silorane Primer icerigindeki
HEMA ve Bis-GMA saliminin gergeklestigini gézlemlemisler ve bu durumu,
konversiyon derecesi ile iliskili oldugu (281) bildirilen bond gecirgenligine
baglamislardir. HEMA ve Bis-GMA salimi arasindaki farkliliklarin  molekiiler
agirliklan ile agiklandigi bu calismada, Silorane Bond’dan gdézlenen TEGDMA
saliminin 1 saat sonrasinda tamamlandigl ve 7 gilinlik slirecte daha fazla salim
gerceklesmedigi goézlenmistir. Miletic ve dig.’nin TEGDMA salimi ile ilgili
bulgularindan farkli olarak bu tez ¢alismasinda, Silorane Bond’un yanisira ytizey
Ortliclisii G Coat Plus’a ait 1, 2 ve 7 ginlik ekstraktlaraki monomer miktari
ekstrakt siresi ile artis gostermistir.

Metakrilat esasl adeziv restoratif materyallerden farkli olarak siloksan
iceren Silorane Restoratif’ten salimi gézlenen monomerlerin saptanmasi igin

gerekli monomerlerin temin edilememesi nedeni ile, daha 6nce bu materyalden
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salinan monomer miktarinin degerlendirildigi tek bir calisma (397) referans
alinmistir. Referans alinan calismada gerceklestirildigi gibi, Silorane Restoratif’ten
farkl surelerde salimi gerceklesen monomer miktari birbiri ile karsilastirilmistir.
Silorane monomerleri, silan veya siloksan kor ve bu kora baglanmis bir ya da daha
cok oksiran fonksiyonel gruptan esas alirlar ve bu gruplarin halka agihimi
polimerizasyonu ile polimerize olurlar. Polimerizasyon, metakrilat esash
kompozitlerde oldugu gibi kamforokinon baslaticinin isikla irradiye olmasi ile
baslar. Bununla birlikte iyot tuzlan gibi farkli baglaticilarin da gerekli oldugu
bildirilmistir (3).

Silorane Restoratif iceriginde bulunan monomerlerin saptanmasinda,
diger adeziv restoratif materyallerden farkli olarak kitle dedektdr tercih
edilmistir. Referans alinan ¢alismada molekiiler agirliklar 370, 736 ve 920 g/mol
olan ve 3M/ESPE’den saglanan monomerler, kiitle dedektdrle saptanmaya
calisiimustir. Silorane iceriginde salimi test edilen bir baska monomer ise, bu siklik
siloran monomerler’in kimyasal yapisina benzeyen ve bircok bakim Griiniiniin
yapisinda bulunan dekametilsiklopentasiloksan’dir (D5).

D5, en siklikla kullanilan siklik ucucu metil siloksanlardan biridir (cVMS)
(398). cVMS’ler hidrofobiklik ve ucuculuk gibi siradisi fiziko-kimyasal 6zelliklere
sahiptirler. Ginimuzde, 6nemli kabul edilen biyokonsantrasyon faktérlere sahip
olmalari, biyoakiimiilasyon i¢in potansiyel icermeleri ve atmosfere dagilarak uzak
mesafelere dagilmalar nedeni ile bu monomerlerin ¢evresel etkileri 6nem
kazanmistir (399,400). D5’in farelerde solunumla birlikte alindiginda, 100 ppm
Uzerindeki bir dozda karsinojenik olarak belirtilmesinin yanisira uzun dénemde ya
da ani olarak cevresel zararl etkileri olabilecegi bildirilmistir (401). Silorane
Restoratif’ten salimi degerlendirilen bu monomerlerden, sadece 370 g/mol
agirhiga sahip olan bir monomer tesbit edilmistir. D5 de benzer sekilde 370 g/mol
molekiler agirhiga sahiptir. Kalibrasyon cozeltisinde test edilen D5’in ayrilma
siiresi 4,66 dak iken Silorane Restoratif’te tesbit edilen 370 g/mol molekiiler

agirhga sahip monomerin ayrilma zamani 3,14 dak olarak saptanmis ve bu
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monomerin D5 olmadigl sonucuna varilmistir. Salimi gézlenen bu monomerin ise
zamanla artis gosterdigi izlenmistir.

Kopperud ve dig. (397) referans olarak kabul edilen calismalarinda;
Silorane Restoratif’ten farkl siirelerde su ve etanol sollisyonu icerisine salinan
monomer miktarlarini degerlendirmislerdir. Su i¢inde monomerin saptanmadigi
bu arastirmada, etanol solisyonunda D5 disindaki monomerlerin salimlarinin
farkll stirelerde (1, 4, 24 ve 72 saat) cesitlilik gosterdigi bildirilmistir. Calisma
cOzeltilerinin  standart ~monomerlerin  temin edilememesi sonucunda
hazirlanamamasi nedeni ile bu calismada miktar tayini yapilamamus, farkh
strelerde salimi go6zlenen monomerlerin  miktarinin  karsilastinimasi, bu
monomerlere ait pik degerlerinin altinda kalan alanlarin degerlendirilmesi ile
saglanmistir. icerdigi monomerlerin kor yapisina benzemesi nedeni ile Kopperud
ve dig. tarafindan D5 i¢in kaynak olusturabilecegi varsayilan Silorane Restoratif’in
bozunma ya da par¢alanma (riini olarak bu monomeri salmadig belirtilmistir.
Test edilen tim monomerlere ek olarak Silorane Restoratif icinde bulundugu
bilinen 337 g/mol molekdiler agirhiga sahip bir baslatici olan izopropil-metil-difenil
iyot varligr da saptanmistir. Bu tez calismasinda da bahsedilen baslaticinin
molekdiler agirhgr kiitle dedektor ile taranmis ve Silorane Restoratif’ten salindigl
belirlenmistir.

Literatiirde, Ketac N 100’den salinan monomerlerin degerlendirildigi
herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Nanoiyonomer restoratif 6ncesinde
uygulanan Ketac N 100 Primer’den salinan HEMA, test edilen restoratif
materyaller icinde en ylksek miktarda saptanan monomerdir. Ekstraktlarin
alindig) giinlerle dogru orantili olarak artis gézlenmistir. Sideridou ve dig. (402)
materyallerin bilesenleri icin, artan dolduru miktari ile azalan bir su emilimi ve
¢6ziinme vurgulamislardir. Bununla birlikte; adeziv sistemlerde yiiksek organik
icerik (monomer) yiizdesine bagli olarak, daha fazla ¢6ziinme ve elusyon
gozlenmesinin beklenir bir durum oldugu da belirtilmektedir (395). Bu durum,

doldurucu icermeyen bu primerden goézlenen yiiksek HEMA salimina neden
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olarak gosterilebilir. HEMA’nin diisiik molekiiler agirliga sahip olmasinin yanisira
hidrofilik 6zelligi de yiiksek salimi (264) ile iliskilendirilebilir.

Bircok calismada, rezin modifiye cam iyonomer restoratiflerden HEMA
salimi gosterilmistir (70,403,404). Isikla sertlesen cam iyonomer restoratiflerden
salinan florir ve HEMA miktarlarinin degerlendirildigi bir calismada (405);
kompomerlerle  karsilastinldiklarinda ~ rezin modifiye cam  iyonomer
restoratiflerden daha fazla florir daha disik HEMA salimi  oldugu
gozlemlenmistir. Materyal pH’larinin degerlendirildigi bu ¢alismada 8 saat
sonrasinda kompomer ve rezin modifiye cam iyonomer ekstraktlarinda benzer
pH izlenirken, 24 saat sonrasinda, rezin modifiye cam iyonomer restoratif
ekstraktlarinda kompomer ekstraktlarindan daha ytiksek pH saptanmistir. Rezin
modifiye cam iyonomer restoratifler ve kompozit rezinlerden salinan monomer
miktarinin tesbit edildigi farkli bir calismada ise monomer olarak Bis-GMA, Bis-
EMA, UDMA, TEGDMA ve HEMA saptanmasi ile birlikte difenil iyot klortr
kamforokinon ve 4-(dimetilamino)etilbenzoat gibi baslaticilar, BHA gibi
inhibitorlerin varligl da belirtilmistir (406). Bu tez calismasinda rezin modifiye
cam iyonomer Ketac N 100 Restoratif; monomer igerigi olarak HEMA, Bis-GMA,
TEGDMA, PEGDMA bulundurmaktadir. Bu materyal iceriginde bulunan
monomerlerden en dusiik salim, polimer yapidaki PEGDMA’nin monomeri olan
EGDMA igin gbzlenmistir.

Bu tez calismasinda; iceriginde Bis-GMA bulunduran Ketac N100 Restoratif
ve Silorane Primer’den BPA salimi da degerlendirilmistir. BPA 1940’lardan beri
plastiklerin yapisinda kullanilan ve diger molekiillere baglanarak polistren yada
polikarbonat gibi polimerleri olusturan tek bir hidrokarbon molekiildir. Uzun
stireden beri siklikla kullanilan bir molekdl olmasinin yanisira arastirmacilar
BPA’nin Ostrojen benzeri 6zelligi nedeni ile insan saghgina zararli oldugunu
bildirmislerdir (407).

Bis-GMA iceren adeziv materyallerdeki BPA igeriginin ya da salinan BPA
miktarinin degerlendirildigi arastirmalar sonucunda, farkli sonuglara ulagilmistir

(179,229,239,408). Polydorou ve dig. (388) ve bazi arastirmacilar, test ettikleri



173

ekstraktlarda BPA saptadiklarini bildirmislerdir (12,409). Darmani ve dig. (410),
doért farkl kompozit rezinden (Z100, Solitaire 2, Filtek P60 ve Synergy) salinan
monomer miktarini ve bu materyallerin sitotoksik etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda farkl konsantrasyonlarda Bis-GMA, TEGDMA, UDMA, Bis-EMA ve
BPA tesbit etmisler ve bu materyallerin sitotoksik etkilerinin kimyasal iceriklerine
ve salinan monomer miktarina bagh oldugunu vurgulamislardir.

Al-Hiyasat ve dig. (12), bir rezin kompozit (Z-100) ve BPA’nin, fare
dogurganhg: lzerinde etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda; test ettikleri
kompozit rezinden BPA salindigini ve her iki test materyalinin de farelerin
dogurganhg tizerinde etkileri oldugunu vurgulamislardir. Farkh bir calismalarinda
ise, U¢ farkli kompozit rezin (Admira, Z250, Tetric Ceram) ve bunlarin akiskan
tiplerinden (Admira Flow, Tetric Flow, Filtek Flow) salinan monomer miktarini
HPLC ile analiz etmislerdir. Bu analiz sonucunda; tim ekstraktlarda Bis-GMA ve
TEGDMA, Filtek Flow disindaki materyal ekstraktlarinda ise UDMA tesbit
etmislerdir (253).

Kompozit rezinlerin BPA’dan gelistirilen Bis-DMA ve Bis-GMA icerdiklerinin
bilinmesi ile birlikte BPA bu materyallerde kullanilmamaktadir. Kompozit
rezinlerden salinan bu monomerlerin salimi sonrasinda farkh kosullarda BPA’ya
hidrolize olup olmadiklari arastinlmistir. Bis-GMA’nin  bir¢ok hidrolitik kosulda
stabil kaldiginin belirtilmesi (411) ile birlikte iki arastirmada Bis-DMA’nin BPA’ya
hidrolize oldugu ve test edilen ekstraktlarda tesbit edilidigi vurgulanmistir
(411,412). Cesitli miktarlarda BPA, Bis-DMA ve TEGDMA’nin bu materyallerin
tUkdrik icerisindeki stabilitelerinin degerlendirildigi farkli bir calismada ise Bis-
DMA’nin hizlica BPA’ya doniistigi gozlemlenmistir. Bu durum fissiir ortici
uygulamalarindan sonra klinik olarak tesbit edilen BPA’ya acgiklama olarak
orneklenmis ve disen tikirik pH’sinin ve i1simin BPA’ya olan déniisimii
yavaslattig) belirtilmistir (412).

Ortengren ve dig. (13) ve bir grup arastirmaci, Bis-GMA varhigini
bildirmelerine ragmen bozunma Grinid oldugu disinilen BPA’ya

rastlamamislardir. Olea ve dig.’nin (238,409) belirgin bir BPA salimini bildirdikleri
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arastirma bulgularinin, stiphe gétiiriir oldugu belirtiimis ve Olea’nin bu arastirma
ile ilgili yapilan yoruma (413) verdigi cevap tatmin edici bulunmamistir. Bu
arastirmacilarin, HPLC sirasinda BPA’ya ait pik ile, Bis-GMA’nin ¢ ana
komponentinden biri olarak gosterilen Bis-GMA-H’ye ait piki ayirt etmede
yanildiklar distinilmektedir. HPLC kosullarinda, bu monomerin BPA’ya benzer
ayrilma zamanina sahip oldugu bilinmektedir (414). Bu tez calismasinda da diyot
dizi dedektor ile yapilan saptamada; Silorane Primer’de BPA ile benzer alinkonma
stiresine sahip bir materyal tesbit edilmistir. Fakat bu materyalin, BPA ya da Bis-
GMA-H’ya ait olup olmadigina ait kesin bir sonug elde edilebilmesi icin daha
ayrintili bir kromatografik degerlendirme yapilmasi gerekmektedir. Ketac N 100’e
ait kromatogramda ise benzer alikonma strelerine sahip (BPA ve TEGDMA) iki
monomeri bulunduran bu materyal icinde; diyot array dedektdr, pikin dalga
boyunun 206 nm oldugu belirlenmistir. Monomerlerin pik olusturduklar dalga
boylarinin TEGDMA i¢in 206, BPA i¢in 202 nm oldugunun belirlenmesi sonucunda
ise Silorane Primer’de 206 nm’de go6zlenen pikin TEGDMA’ya ait oldugu
saptanmustir.

Adeziv restoratif materyallerden elde edilen ekstraktlarda, salimi gbzlenen
tek grup, monomerler degildir. Bir arastirmada, dort farkli rezin esash kompozit
restoratiften 34 farkl bilesenin salindig1 tesbit edilmistir. Polimerize edilmis veya
edilmemis restoratif materyallerden salinan bilesenlerden bazilari; Bis-GMA, Bis-
EMA, UDMA, TEGDMA, EGDMA, ve MMA olarak saptanmistir (179). TEGDMA ise
en fazla salimi gézlenen monomerdir (240). Bu restoratif materyallerden salimi
gozlenen doldurucu partikiiller ise doldurucu tipine goére silikon, boron, sodyum

ve baryum olarak saptanmistir (415).

5.2. Hiicre Kiiltiirii Testi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

in vitro biyouyumluluk testlerinin amaci, materyallerin canli dokular
lizerindeki biyolojik etkilerinin laboratuvar ortaminda belirlenmesidir (15). in
vitro kosullarda calismanin, deneye etki eden faktorleri daha kolay kontrol

edebilme gibi biiylik bir avantaji bulunmaktadir (416). Son yillarda yapilan in vitro
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sitotoksisite testlerinde, biyouyumlulugun hiicre kiltird ile degerlendirilmesi
nedeni ile (330,417,418); bu tez calismasinda, direkt uygulanan giincel adeziv
restoratif sistemlerin temsilcisi olan dort sistemin toksik etkilerinin in vitro
yontemlerle saptanmasi planlanmistir. Bu materyaller sirasi ile; etch&rinse adeziv
sistem XP Bond ile uygulanan metakrilat esash hibrit posterior kompozit Quixfill,
self-etch adeziv sisteme sahip siloksan oksiran esasli kompozit Silorane, ylzey
Orticusi G Coat Plus ile uygulanan giclendirilmis geleneksel cam iyonomer
restoratif Fuji IX GP Extra (Equia) ve 6ncesinde primer uygulamasi iceren rezin
modifiye cam iyonomer restoratif dual sertlesen nanoiyonomer Ketac N 100’ddr.

GlUnumuze kadar, biyomateryallerin sitotoksik 6zelliklerinin incelenmesi
icin ¢esitli sayida test yontemi gelistirilmistir. Materyalin, bariyer olmadan direkt,
hiicrelerle temas edebilecegi direkt kontakt testleri (417,419), materyal ve
hiicreler arasinda agar tabakasi, milipor filtre veya dis dokusu gibi bir bariyerin
bulundugu indirekt kontakt testleri (420) ve kompozit materyalden salinan
bilesenlerin hiicrelerle ekspoze edildigi ekstrakt testleri (420-422) bu testlerden
bazilaridir. Bu tez ¢alismasinda, dort adeziv restoratif sistemi olusturan toplam
dokuz adeziv materyalden farkli siirelerde elde edilen test ekstraktlarinin
olusturdugu toksik etkiler degerlendirilmistir.

Adeziv reztoratif sistemlerin sitotoksik etkilerinin degerlendiriimesinde,
cok farkli yéntemler kullanilmistir. Restoratif materyallerin hiicre kiiltiirii Gzerinde
olusturdugu toksik etkinin saptanmasinda; lactate dehydrogenase (LDH) (423),
nétral kirmizi alim testi (NRU) (424), 4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzol-disulfonate (WST-1) (425), bromodeoxiuridine (BrdU) (423),
ve floresans mikroskobi (252) testleri ile birlikte toksik etkilerin
degerlendiriimesinde kullanilan testlerden biri olan MTT testi, (6) bu calismada
tercih edilen yontemdir. Sikhkla kullanilan sitotoksisite testlerinde, hiicre 6limd
en o6nemli degerlendirme kriteri olarak goérdlir. Yapilmis calismalarin biydk
kisminda sitotoksisite, stiksinik dehidrogenaz (SDH) isimli mitokondriyal enzimin

aktivitesinin, MTT testi ile 6l¢lilmesi sonucunda degerlendirilmistir (418,426,427).
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Issa ve dig. de MTT testinin LDH’ye gére daha hassas bir yontem oldugunu
saptamislardir (341).

in vitro calismalarla materyallerin biyouyumlulugu belirlenirken kullanilan
test yontemlerinin yanisira, materyalin etkisinin incelenecegi hticre tiiri de 6nem
tagimaktadir. Literatiirde, rezinlerin sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi
calismalarda; L929, pulpa fibroblastlari, 3T3, gingival fibroblastlar, sigir dental
papillasindan elde edilen immortalize hiicreleri, fareden elde edilen odontoblast
benzeri hiicreleri (MDPC-23) kullanilmaktadir (9,18,31,341,426,428). in vitro
toksisite  testlerinin, ilgili insan dokulari ile homolog hiicrelerde
gerceklestirildiinde daha tatmin edici oldugu belirtilmistir. Restoratif
materyallerin pulpa lzerinde toksik etki gosterebilecegi dislincesi ile pulpa hiicre
kdltdrleri, toksisite degerlendirmelerinde tercih edilir olmustur. Pulpa hiicrelerinin
kabul edilebilir bir model olmasi ile birlikte; bu kiiltlrlerin Uretilebilir, verdikleri
cevabin ise tekrarlanabilir olmasi gereklidir (429). Bu hiicrelerin dezavantaji
hiicre hatti olarak standardize edilmelerinde yasanan zorluklardir. Farkh
bireylerden alinan hiicreler ayni tip ve ayni anatomik bélgeden olmalarina ragmen
kdltdr icinde farkhlik géstermislerdir. Bu durum, pulpa fibroblast kdltirlerinde
gosterilmis; hiicrelerin, bireyin yasina, pasaj numarasina ve alinan bolgeye bagh
olmadan proliferaktik aktivite acisindan farkhlik gésterdigi belirtilmistir (430).
insan pulpa hiicrelerinin  pasajlama siiresince canliliklarini siirdiirebilme ve
tremelerinin zayif oldugu da bildirilmistir (429,430). Pulpa fibroblastlarinin toksik
etkenlere hassas olmasi dolayisi ile restoratif materyallerin olasi toksik etkilerinin
belirlenmesinde hassas bir gosterge oldugu sonucuna varilmistir (429,431).
Arastirmanin in vitro basamaginda kullanilan L929 hiicre hatlari, homojen
morfolojileri ve biyiime karakterlerinin yanisira hiicrelerin kolay bulunabilmesi ve
in vitro hicre kiltird kosullarinda giicli Greme karakterleri nedeni ile ISO
standartlari (16,22,417) tarafindan kullanilmasi 6nerilen hiicrelerdendir.

Literatlirde rezin esasli kompozitler, komonomerler ve katalizor
sistemlerin biyouyumluluklarinin hicre kiltiriinde test edildigi pek ¢ok ¢alisma

bulunmaktadir (31,70,432,433). Bu adeziv restoratif materyallerin sitotoksik
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etkilerinin, zamana bagh degisim gosterdigi bilinmektedir. Polimerizasyonun isikla
irradiasyondan sonra da devam ettigi ve post-cure polimerizasyon olarak
adlandinldig bildirilmis ve bu polimerizasyonun, isikla aktivasyondan sonra kalan
serbest radikallere bagl oldugu vurgulanmistir. Baslangicta cok reaktif olan bu
radikaller, 1-2 giin icinde polimerlere déniismektedir (434). Polimerizasyondan
sonra kalan serbest monomerler ise tikdrik icine salinmakta (435) ve/veya dentin
tibdlleri boyunca pulpaya difflize olarak (263) inflamasyon ya da nekroz
olusturabilmektedirler  (19). Rezin esasli restoratif =~ materyaller,
polimerizasyonlarinin  hemen ardindan ve tam bir polimerizasyonun
gerceklesmesi sonrasinda test edilmelidir. Bu materyaller; uygulanmalarinin
hemen ardindan tamamlanmamis polimerizasyona bagli olarak salinan,
polimerize olmamis ya da kismen polimerize olmus monomerleri ile, lokal pulpal
cevap olusturabilirler (436).

Bu calismada kullanilan ekstraktlar; adeziv restoratif materyallerin Uretici
firmalarin énerileri dogrultusunda hazirlanmalarinin hemen ardindan kiiltiir
ortamina aktarilip, 1, 2 ve 7 giin bekletilmeleri ile elde edilmislerdir. Bununla
birlikte Schedle ve dig. (417) direkt kontakt ydntemini kullandiklari
arastirmalarinda; test edilen adeziv restoratif materyallerin hazirlanmalarinin
hemen ardindan hiicre kiltiriinde toksik etkiler gosterdiklerini, 1,2,7 glin ve 6
hafta yaslandirildiktan sonra hiicre kiltiriine uygulandiklarinda ise toksik etkinin
azaldigini  belirtmislerdir. Test edilen materyaller, 7 gin sonunda toksik
Ozelliklerini korurken; 6 hafta sonrasinda sitotoksik etki gdstermemiglerdir.
Benzer sekilde Franz ve dig. de (437), materyallerin yaslandirma sonrasinda daha
disik toksik etkiye neden olduklarini gézlemlemigslerdir. Bazi ¢alismalarda
monomer ellisyonunun 1 ile 7 giin arasinda tamamlandigi, bazilarinda ise daha
uzun siirede gerceklestigi belirtiimektedir (309,382,386). Materyallerden salinan
monomer miktarinin zamanla azaldig disinildigiinde; yaslandirma sonrasinda
direkt kontak ydntemi ile hiicre kiltiriine uygulanan adeziv restoratif
materyallerin disik monomer salimina bagh olarak daha disiik toksik etki

gostermesi  kacinilmazdir. Adeziv restoratif materyallerin  agiz ortamina
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uygulanmalari ve polimerize edilmelerinin ardindan monomer salimi yapmaya
basladiklari ve sonrasinda da devam eden salim ile pulpaya ulasan monomer
miktarinin  kidmilatif olarak artacagr dasindldigu icin bu tez calismasinda
ekstraktlar; materyallerin  hazirlanmalarinin = hemen ardindan ¢oziiclye
yerlestirilmeleri ve bu ekstrakt ortaminin yenilenmeden, amaclanan siire sonuna
kadar bekletilmeleri sonrasinda elde edilmistir.

Sertlesme veya polimerizasyon sonrasinda toksik monomer saliminin
devam ettigi bilgisi sonucu ortaya atilan, farkl ekstrakt sirelerinin materyallerin
toksisiteleri Uzerinde etkisi oldugu goriisini (436) desteklememekle birlikte;
test edilen toplam 9 adet adeziv restoratif materyalden sadece ikisine ait ekstrakt
siiresinin, istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturdugu belirlenmistir. 24 ve 72
saat sonunda uygulanan MTT testinde Silorane Restoratif ve G Coat Plus’a; 48
saat sonunda ise sadece Silorane’a ait 1, 2 ve 7 giinlik ekstraktlarin farkli toksik
etkilere neden oldugu gézlenmistir. 24 saat sonrasinda Silorane Restoratif’e ait 1
ginlik ekstraktlarin uygulandigi hiicre kdltiriinde 7 glinlik ekstraktlara gore
izlenen hticre canliligi yizdesi daha disik bulunmus; 48 ve 72 saat sonrasinda ise
1ve 2 gilnlik ekstraktlar toksik etki gostermezken, 7 gilinliik ekstrakt grubunda
toksisite izlenmistir. 24 saat sonrasinda, G Coat Plus’a ait 1 giinliik ekstraktlarin
uygulandigl hiicre kdltiriinde 7 giinlik ekstraktlara gore izlenen canli hicre
miktarinin daha disik oldugu goézlenirken; 72 saat sonra tam tersi bir durum
izlenmistir. HPLC analizi sonrasinda, Silorane Restoratif’e ait monomer salimi
degerlendirildiginde tesbit edilen tek monomerin ekstrakt siiresinin artmasi ile
yliksek salim gézlenmesi ve baslaticilar gibi farkh bilesenlerin de biyouyumluluk
Uzerinde etkili olabildikleri disiincesi (375), Silorane Restoratif’in 7 gunlik
ekstraktlarinin 48 ve 72 saat sonunda toksik etki gostermesi ile iliskilendirilebilir. G
Coat’a ait 7 gunlik ekstraktlarda ise MMA’nin c¢ok daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Bu calismadan elde edilen bulgular, Porto ve dig.’nin (434) Adper Single
Bond’un toksik etkilerini MTT testi ile degerlendirdikleri calismalarina paralellik

gostermektedir. Adper Single Bond’un polimerizasyonun hemen ardindan ve 24
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saat sonrasinda ekstrakt sollisyonunda 24 ile 72 saat inkiibe edilmesi sonucunda
olusturulan doért farkh grubun Kkarsilastinldigi bu calismada, ekstraksiyon
strelerinin toksisite Gzerinde anlamli bir etkisinin olmadigi vurgulanmis; 24 saat
yaslandirdiktan sonra inkibasyon ile elde edilen ekstraktlarin da sitotoksik
olduklart ve bu etkilerinin polimerizasyonun hemen ardindan inkiibe edilerek
hazirlanan ekstraktlarin toksik etkilerinden istatistiksel olarak anlamli derecede
farkl olmadigi saptanmistir.

Cesitli adeziv restoratif materyallerin yapay tikduriik icinde farkl siirelerde
(0,1, 3, 5 ve 8 hafta) yaslandirimalarinin ardindan, toksik etkilerinin direkt kontak
yontemi ile degerlendirildigi bir c¢alismada; bu materyallerden siloran
Restoratif’in (Hermes “3M ESPE”) sitotoksik etkisinin zaman i¢inde azaldig1, uzun
dénemde ise (5 ve 8 hafta) kontrol grubuna yakin sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (438). Bu tez calismasinda elde edilen bulgularda ise hiicre
kiltiriinde 72 saat sonrasinda yapilan degerlendirmelerde, Silorane Restoratif’in
1 ve 2 glinliik ekstraktlarin toksik olmamasina ragmen, 7 giinlik ekstraktlarinin
sitotoksik etkisi gézlenmistir.

Klinik kosullarda; monomerlerin pulpa toksisitesi Uzerinde, dentin
dokusunun bariyer etkisi de géz ardi edilmemelidir. Bouillaguet ve dig. (74)
dentin gecirgenliginin farkli adeziv sistemlerin sitotoksisiteleri Uizerindeki
etkilerini degerlendirdikleri calismalarinda, yiksek gecirgenlige sahip dentin
dokusunda daha fazla diflizyon goézlemlemeleri ile birlikte bu difiizyonun daha
cok materyale bagh oldugunu savunmuslardir. Test ettikleri adezivlerin sitotoksik
etkileri ise zamanla duisis gdstermis ve 24-48 saat sonunda alinan ekstraktlar
96-120 ve 120-144 saat sonrasindakilere goére daha yilksek sitotoksik etki
gostermislerdir.

Literatiirde, sitotoksik degerlendirmelerin test ekstraktlarnin ya da
materyallerinin hiicre kultlrd ile farkll sirelerde inkiibe edilmesinin ardindan
yapildigi cok sayida arastirma bulunmaktadir. Bu inklibasyon siireleri genellikle 24
saat (418), 48 saat (439) ve 72 saattir (253). Ergln ve dig. (440), test ettikleri

farkll adezivlerin 1 giinliik ekstraktlarini L 929 hiicreleri ile 24 ve 72 saat inklbe
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etmelerinin ardindan, bu siireler sonrasinda uygulanan MTT testi sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliik olmadigini g6zlemlemislerdir. Chen ve
dig. de (433) u¢ farkli siire sonunda uyguladiklart MTT testi bulgularina dayanarak,
her (¢ test sonucunda da benzer toksik etki elde etmislerdir. Literatiirde bulunan
bu calismalara benzer olarak tez calismamizda, farkl siirelerde (1, 2 ve 7 gln)
ekstraktlari alinmis materyallerin toksik etkileri, 24, 48 ve 72 saat sonunda
uygulanan MTT testi ile degerlendirilmistir. Ergiin ve dig.’nin bulgularini destekler
bicimde, toksik etki gézlenen Silorane Primer, XP Bond, Ketac N 100 Restoratif ve
Ketac N 100 Primer icin farkh sirelerde uygulanan MTT testi sonuclarinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkllik go6zlenmemistir. Bununla birlikte
materyaller dikkate alinmadan yapilan istatistiksel analize gére bu ¢ sire
sonunda uygulanan test sonuglar, istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
bulunmus ve 72 saat sonunda sitotoksik etki daha ylksek goézlenmistir.
Materyallerin toksik etkileri ekstrakt siireleri gézoéniinde bulundurulmayarak
degerlendirildiginde, 24 saat sonunda vyapilan Olciimlerde toksik etki
gostermeyen dort materyal Quixfill, Silorane, Silorane Bond ve G Coat Plus’tir. 48
saat sonrasinda, sadece Quixfill ve Silorane olmak Uzere iki materyalin toksik
etkiye sahip olmadigi gézlenirken 72 saat sonunda toksik etki gostermeyen tek
materyal Silorane’dir. Fuji IX GP Extra ve G Coat Plus ise en duisiik sitotoksik etkiyi
24 saat sonunda gostermistir. Elde edilen bu sonuclar test materyalleri ile hicre
kdlttrd temas suresinin adezivlerin toksik etkisi Gizerinde 6nemli etkisi oldugunu
vurgulayan ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra gozlenen toksik etkinin 24 saat
sonrasina gore anlamli derecede yiiksek gézlendigi baska bir calisma (441) ile
paralellik gostermektedir.

Bu tez calismasinda test edilen metakrilat esash kompozit restoratif
sistem, TEGDMA, UDMA ve HEMA iceren etch&rinse bir adeziv sistemle
uygulanan ve monomer icerik olarak UDMA ve TEGDMA bulunduran hibrit
kompozit Quixfill’dir. MTT testi sonucunda, XP Bond’a ait tiim ekstraktlar her (¢
degerlendirmede de toksik etki gostermislerdir. XP Bond’un pulpa hicreleri

tizerindeki toksisitesinin degerlendirildigi bir calismada (442); hiicrelerin materyal
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ekstrakti ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonrasinda toksik oldugu bildirilmistir.
XP Bond ve farkl iki adeziv (Clearfi Tri-S, AdheSe) ekstraktlarinin L929 ve RPC-C2A
hiicre kiltirlerinde olusturduklart etkilerin degerlendirildigi baska bir calismada
ise; arastirmacilar, XP Bond’un diger iki adeziv sisteme oranla daha toksik
oldugunu vurgulamislardir (443). XP Bond’un pulpal ve gingival fibroblast
hiicreleri tizerinde toksik etkisi oldugu farkl bir arastirmada da belirtilmistir (444).
Bu sonuglar literatiirde bazi adeziv sistemler ile HEMA, TEGDMA, Bis-GMA ve
UDMA gibi monomerlerin toksik etki gosterdiklerini bildiren farkl arastirmalarla
da uyum gostermektedir (273,291,445) . Deney ortaminda adeziv sistemlere ait
orneklerin hazirlanmasi sirasinda; materyallerin daha ince bir tabaka olarak
uygulanip, kompozit restorasyonun uygulanmasi sirasinda da ek bir
polimerizasyona maruz kaldig klinik ortama kiyasla, daha fazla miktarda materyal
kullanildigr  mutlaka 6ngoérilmelidir. Bu nedenle in vitro test ortaminda
biyouyumlu oldugu saptanan materyaller, klinik kullanima uygun olarak kabul
edilirken; salinan artik bilesenlerinin hiicre hasari olusturdugu materyallerin klinik
kullaniminda, bu noktanin dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmistir (434,446).

Rezin esasl adeziv restoratif materyallerin toksik etkilerinin, rezin matriks
kimyasi ile iliskilendirildigi gibi doldurucu icerigine de bagl oldugu ve akiskan
kompozitlerin, uzun déonemde daha yilksek sitotoksik etkiye sahip olduklari
bildirilmistir (422). Al-Hiyasat ve dig. (253), 3 farkli kompozit rezinin (Admira,
2250, Tetric Ceram) ve bunlarin akigkan tiplerinin (Admira Flow, Tetric Flow, Feltik
Flow) toksik etkilerini ve bu materyallerden salinan monomer miktarini
degerlendirdikleri bir calismalarinda; akiskan tipleri ile karsilastirildiklarinda Z250
ve Tetric Ceram’in daha dusik sitotoksik etkiye sahip olduklarini, Admira’nin ise
Admira Flow’dan daha sitotoksik oldugunu gézlemlemelerinin yanisira Tetric
Ceram’n en disltk sitotoksik etkiye sahip iken akiskan kompozitlerin
karsilagtinlmasi ile Tetric Flow’un en sitotoksik kompozit oldugunu
gostermislerdir.

Brackett ve dig.’nin (438), farkl adeziv restoratif materyallerin toksik

etkilerini degerlendirdikleri calismalarinda ilk olarak; bu materyallerden Quixfill’in
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gozlenen dislk sitotoksik etkisini ylksek doldurucu icerigi (%87) ile
iliskilendirmiglerdir. Bununla birlikte, yiiksek sitotoksik etki gdsteren farkh bir
restoratif materyalin de yiiksek doldurucu icerige (%84) sahip olmasi sonucu bu
durumu Quixfil’den salinan bilesenlerin daha az toksik olmasi ile aciklamislardir.
Bu tez calismasinda, yiiksek doldurucu icerigine sahip hibrit kompozit Quixfill’in
1, 2 ve 7 gunlik ekstraktlari 24 ve 48 saat sonunda toksik etki gostermemis fakat
72 saat sonra yapilan spektrofotometrik olctimlerde 7 giinliik ekstraktin toksik
oldugu izlenmistir. Franz ve dig.’nin cesitli restoratif materyallerin sitotoksik
etkilerini degerlendirdikleri calismalarinda ise Quixfill’in diistk toksik etkiye sahip
olmasi, materyalin yiiksek translusensisi dolayisi ile daha hizli polimerize
olabilmesi ve yiiksek konversiyon derecesi ile aciklanmistir (447). Bu calismada
HPLC bulgularina gére UDMA ve MMA iceren Quixfil’den salinan monomer
miktar1 diger adeziv restoratif materyallerle karsilastinldiginda daha dusik
go6zlenmistir. Bu bulgular, materyalin translusensisi dolayisi ile daha iyi polimerize
olmasi sonucunda daha disiik monomer salimi gostermesi ve daha duisiik toksik
etki olusturmasi ile sonucglanmis olabilecegi distincesini dogurmustur. Tum
bunlara ek olarak Wisniewska-Jarosinska ve dig.’nin (448) UDMA ve TEGDMA’nIn
birlikte velveya tek baslarina olusturduklar etkileri degerlendirdikleri
arastirmalarindan elde ettikleri sonu¢ da Quixfill'in  toksik  etkiye = neden
olmamasini agiklamaktadir. Bu arastirmada UDMA ve TEGDMA arasindaki
kimyasal etkilesimin, bu monomerlerin sitotoksik ve genotoksik etkilerini azalttig
bildirilmistir.

Radikal zincir reaksiyonu yerine halka acilmasi polimerizasyonunun
gerceklestirildigi  Silorane’nin birlikte uygulandigi HEMA ve Bis-GMA iceren bir
primer ve TEGDMA bulunduran bonddan olusan self- etch adeziv sisteminin ilk
basamag) Silorane Primer’e ait tiim ekstraktlar her G¢ spektrofotometrik dl¢im
sonucunda da ytiksek toksisite géstermislerdir. Bu durum, primer icinde bulunan
HEMA ve Bis-GMA ile iliskilendirilebilir. Literatiirde diger monomerlerden daha
disik toksik etkiye neden oldugu bilinen HEMA’nin daha yiiksek ¢6ziinebilirligi
oldugu da bildirilmistir. Monomerler icinde en yiiksek toksik etkiye sahip Bis-GMA
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bulundurmasi ve HEMA’nin, TEGDMA, Bis-GMA, UDMA gibi monomerlerle birlikte
kullanildigr durumlarda, bitiin karisim igin yeterli hidrofilik 6zelligi saglayarak
molekiillerin diftizyonunu arttirmasi (264) bu materyalin ytiksek toksik etkisinin
nedeni olarak gosterilebilir. Rezin monomerlerin sitotoksik etkilerinin, birlikte
kullanildiklarinda daha yiliksek oldugu belirtilmistir. Olusan sitotoksisitenin
derecesi, rezin materyalin konsantrasyonu ve monomerlerin olasi sinerjistik ya da
antagonistik etkileri ile degiskenlik gdsterir. Duslik konsantrasyonlarda Bis-
GMA’nin, HEMA ve TEGDMA ile antagonist etki olustururken, yiksek
konsantrasyonlarda sinerjistik etki gdsterdigi belirtilmistir (31) .

TEGDMA iceren Silorane Bond, 24 saat sonunda toksik etki gostermezken,
48 ve 72 saat sonrasinda Silorane Primer’den cok daha disik toksisite
gostermistir. Bu materyalin HEMA ve MMA’dan sonra en disiik toksik etki
olusturan TEGDMA icerigi, daha disiik gbézlenen toksik etkisi ile iliskilendirilebilir.
Bununla birlikte rezin materyaller icinde en ylksek salimin TEGDMA i¢in
gozlendigi de bilinmektedir (278). LC/MS sonrasinda bu materyalden salimi
gozlenen TEGDMA monomerinin ¢ok ylksek diizeyde gézlenmemesi, Silorane
Primer’den ¢ok daha diisiik olan toksik etkisinin nedenlerinden biri olarak kabul
edilebilir.

Silorane Restoratif’e ait hicbir ekstrakt, 24 ve 48 saat sonrasinda toksik
etki gdstermezken, 72 saat sonunda bu materyalin 7 giinlik ekstraktinin
toksisiteye neden oldugu saptanmistir. HPLC analizinde; Silorane Restoratif
iceriginde daha onceki bir arastirmada varlig bildirilen sadece tek bir monomer
varligi ekstrakt siiresi ile dogru orantili olarak saptanmistir. Silorane Restoratif’in
7 gunlik ekstraktinin 72 saat sonunda toksik etki géstermesi, icinde bulunan
baslaticilar gibi diger materyallerle de iliskilendirilebilir. Bir cok arastirmada; bir
baslatici olan kamforokinonun toksik etkisine deginilmistir (449-451). Literatiirde
toksik etkinin adeziv restoratif materyallerin doldurucu icerigine bagh oldugu ve
ormoser ve siloksan esasli kompozitlerin, metakrilat esash restoratif
materyallerden daha disiik sitotoksik etki gosterdikleri belirtilmistir (111,452).

Brackett ve dig. (438), farkli adeziv restoratif materyallerin toksik etkilerini
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degerlendirdikleri calismalarinda bu materyallerden siloran esasli restoratif
materyalin (Hermes “3M ESPE”) sitotoksik etkisinin zaman icinde azaldigini, uzun
dénemde ise kontrol grubuna yakin sitotoksik etkiye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Yine bu arastirmada gozlenen toksik etkideki zamana bagh dusus,
ekstraktlarin yaslandirma sonrasinda elde edilmesi ile ilskilendirilebilir. Tez
calismamizda ise, polimerizasyonun ardindan kiiltiir ortaminda ekstrakti alinan
materyalin, zamana bagl olarak disik toksik etki géstermesi beklenmemistir;
HPLC ile, 1, 2 ve 7 glinlik ekstraktlarda benzer oranda monomer varligi
saptanmigtir.

Literatiirde, cam iyonomerlerin sistemik toksisitesi ya da allerjik etkisi
(Mjor’iin (453) bildirdigi bir generalize rtiker vakasi disinda) ile ilgili bir yayin
bulunmamaktadir. Cam iyonomerlerin lokal toksik etkileri ise farkl hicre
tlrlerinde yapilan bir cok calismada degerlendirilmistir (299,454,455)
Digerlerine benzer olarak bu materyaller, sertlesme durumlarina gére sitotoksik
etki gosterirler. Sertlesme reaksiyonu gerceklesmeyen materyaller sitotoksik iken
sertlesmis materyaller ya toksik etki gostermezler ya da disik toksisiteye
sahiptirler (111). Genel olarak, heniiz karistirilmis cam iyonomerlerin toksik etkileri,
asiditeleri ve florlr salimlarinin yanisira aliiminyum gibi iyonlarin salimi (456),
egzotermik sertlesme reaksiyonu ve rezin modifiye cam iyonomerlerde ise HEMA
salimi ile de aciklanabilmektedir (457). HEMA’nin aminoasit akrilatlari gibi
bilesenlerle degistirildigi yaklasimlarla, bu materyallerin mekanik 6zelliklerinin
gelistirilmesine ve sitotoksik etkilerinin 6niine gegilmesine c¢alisilmaktadir
(458,459).

Geleneksel cam iyonomer restoratif sistemlere 6rnek olarak calismaya
dahil edilen Equia, icindeki cam partikdllerinin kiiciltilerek daha hizli hale gelen
cam ve poliakrilik asit reaksiyonu sonucu artmis fiziksel 6zelliklere sahip,
glclendirilmis geleneksel cam iyonomer Fuji IX GP Extra ve lzerine uygulanan,
iceriginde UDMA ve MMA bulunan ylizey ortiiclisii G Coat Plus’ kapsayan bir
restoratif sistemdir. Fuji IX GP Extra, 24 saat sonrasinda uygulanan MTT testi

sonucunda; rezin modifiye cam iyonomer Ketac N 100 Restoratif’ten daha disik
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toksik etkiye sahip olarak gézlenmistir ve bu bulgu, geleneksel cam iyonomerlerin
disik organik bilesen salimina bagh olarak genellikle hafif sitotoksik etki
gosterdikleri fikri (460) ile desteklenebilir.

Fuji IX GP Extra’nin 1, 2 ve 7 giinliik ekstraktlari, 48 ve 72 saat sonrasinda
Ketac N100’e benzer toksisite gdstermistir. Literatiirde; cam iyonomerler,
cinkofosfat siman ve karboksilat simanlarin gozlenen sitotoksik etkilerinin; bu
materyallerden ¢inko ve florlr gibi salinan iyonlar ve asiditeleri ile iliskilendirildigi
bildirilmistir (461). Yiiksek konsantrasyonda floriir varliginin; pulpa hiicrelerindeki
hiicre biiyiimesi, cogalmasi, mitokondrial aktivite ve protein sentezini engelledigi
(462), fare kemik iligi hiicrelerinde ise hiicre bélinmesini engelledigi ve hiicre
6limiine sebep oldugu belirtilmistir (463). Chang ve Chou (462), nemli ortamda
cam iyonomerlerden salinan ylksek konsantrasyonlarda florir iyonlarinin hiicre
metabolizmasinda degisiklige neden oldugunu veya DNA sentezi (izerinde etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Flortr sahminin ilk 24 saatte daha ylksek oldugu sonraki
siireclerde ise devam ederek aylarca izlenebildigi bilgisi (464) ve materyalin
sertlesme sirecinin hemen ardindan ¢6ziicii igerisine aktarilmasi ile olusabilecek
florlr salimi; gozlenen sitotoksik etkinin 2 ve 7 ginliik ekstraktlardan daha
ylksek olmasi beklentisini dogurur. Fakat Fuji IX GP Extra’min farkli giinlerde
alinan ekstraktlar benzer toksik etkiler géstermislerdir.

Salinan floriir iyonlar ile sitotoksik etki iliskisinin degerlendirildigi bir
arastirmada; sitotoksisitenin tek basina florir salimi ile agiklanamayacagi
bildirilmis; bu bulgular ise Miller ve dig.’nin (454) sitotoksik etkiyi florir
iyonlarinin yanisira ortama salinan farkli iyonlar gibi bilesenler ile iliskilendirdikleri
calismalar ile desteklenmistir (465). Stanislawski ve dig. (404), cam
iyonomerlerden dustik konsantrasyonlarda salinan AI3" ( Aliminyum), Sr2*
(Stronsiyum), Zn 2" (Cinko), Ag * (GUmdis) ve Fe  (Demir) varligini saptamislardir.
Bunun disinda bu tip restoratif materyallerin arsenik ile birlikte kursun icerdigi de
belirtilmistir (466). Bu elementlerden aliiminyum ve floriir iyonlarinin 1 mM’ a
kadarki  konsantrasyonlarda  toksik  etki  gd&stermedikleri,  ¢inkonun

konsantrasyonu 0.1 mM oldugunda bile yliksek toksisite gbstermesine ragmen,
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stronsiyumun test edilen konsantrasyonlarda yiiksek toksik etkiye neden
olmadigr izlenmistir. Cam iyonomer restoratifler, erken nem temasi sonrasinda
aliminyum salimi gerceklestirirler ve bu salm 6zellikle geleneksel cam
iyonomerler icin daha ytiksek izlenir (467). Aliminyum iyonlarinin, spesifik
membran lipidleri ile iliskili olarak sitotoksik etki gosterdikleri bildirilmistir (466).
Cam iyonomerlerin toksik etkilerine bir baska sebep olarak asiditeleri
verilebilir. Smith ve Ruse (468); cam iyonomerlerin diger simanlarla
karsilastirildiklarinda ortamin pH’sini daha uzun siireler boyunca distirdigtini
gozlemlemisler ve bu durumu, sonrasinda pulpada hasar olusturabilecek
poliakrilik asit varligina baglamislardir. Hicre ici ve disi pH’nin dizenlenmesi
hiicre kiltirleri icin 6nemlidir. pH, iyon dengesi icin 6nemli olmasinin yanisira,
hiicresel enzimlerin optimal fonksiyonlarini koruyabilmeleri ile hormon ve
bldyime faktorlerinin hicresel reseptdrlere baglanabilmelerinde etkilidir. pH
degisiklikleri ise hiicre metabolizmasinda farklilasmalar ve apoptotik hiicre
6limine neden olan isi-soku proteinlerinin Gretiminin artmasi ile sonuclanir.
Dokunun farkli bélgelerinde hiicreler farkli pH’lara sahiptirler; fakat uygun
cevresel kosullarin varliginda hicre uygun pH’sini korur. Bu durum sadece
cevresel pH’nin korunmasi degil, hiicre ici pH’nin  stabilitesini saglayan uygun
membran bilesenleri, iyonlar ve iyon oranlari ile iliskilidir. Cogu hiicreler, 6.5-7.8
arasindaki pH’yi tolere edebilirken, bu sinirlamalar disindaki pH degerleri 8limciil
olabilir (327). Czarnecka ve dig. (469) ise Fuji IX'in pH’y1 7’den 6 ya disirdigini
bildirmislerdir. Bu bilgilerin 15181 altinda; Fuji IX GP Extra’dan farkli glinlerde elde
edilen ekstraktlarin hiicre kiiltird ile inkiibasyonu sonucunda ortamin pH’sinda
etkili olarak toksik etki gdésterdigi sonucuna ulasiimaktadir. Bir ¢ok kiiltiir
ortaminin pH indikatéri olan fenol-kirmizisi icerdigi; ortamin uygun pH’da olmasi
ile renginin turuncu/kirmizi renkte oldugu asidiklesmeye basladiginda ise rengin
sartya déndugi bilinmektedir (470). Materyalin DMEM icinde 1,2 ve 7 glnlik
bekletildigi siireg icinde kiiltir ortaminin asiditeye bagli olarak saril renk oldugu

izlenmistir.
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Fuji IX GP Extra‘nin sitotoksik etkisinin rezin modifiye ve geleneksel cam
iyonomerlerle karsilastinldigi bir arastirmada, tim materyallerin sitotoksik etkiye
sahip olduklarinin belirtilmesinin yanisira Fuji IX GP Extra direkt kontakt
yonteminin uygulandigi 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda, test edildigi
diger geleneksel cam iyonomerle birlikte rezin modifiye cam iyonomerlerden
daha diisiik toksik etkiye neden olmustur (471).

Equia restoratif sistemi, Fuji IX GP Extra ile tamamlayan ve iceriginde MMA
ve UDMA bulunduran G Coat Plus’a ait 1, 2 ve 7 gilinlik ekstraktlar, 24 saat
sonrasinda toksik etki gostermezken; 48 saat sonunda sadece 2 ginlik
ekstraktta, 72 saat sonunda ise sadace 1 gulnlik ekstraktta toksik etki
izlenmemistir. Bu bulgular HPLC sonrasinda izlenen monomer salimi ile
iliskilelendirilememis ve monomer disinda baglaticilar gibi bilesenlerin de
biyouyumluluk Gzerinde etkisi oldugu disiincesi (375,449-451) ile uyumlu
bulunmustur.

Bu tez calismasinda Ketac N100 Restoratif ve Ketac N100 Primer’den
elde edilen tiim ekstraktlar ti¢ farkl siire sonunda uygulanan MTT testlerinde
sitotoksik etki gostermislerdir. Ketac N 100 Primer’in toksik etkisi, HPLC bulgulart
ile desteklenen yiiksek HEMA salimi ile agiklanabilir. Ketac N 100 Restoratif’in
gosterdigi toksik etki ise 24 saat disinda Fuji IX GP Extra ile benzerlik géstermistir.
Ketac N 100 Restoratif, nanoteknolojinin dis hekimligi alaninda kullanilmasi ilk
nanoiyonomer olarak kullanima sunulmus, HEMA iceren primeri ile birlikte
uygulanan bir adeziv restoratif materyaldir. Filtek Supreme Universal ve
floroalimiinosilikat teknolojisinin birlestirildigi bu restoratif icerig§inde monomer
olarak, HEMA, Bis-GMA, PEGDMA ve TEGDMA icerir. Dusiik monomer salimin
gozlenmesine ragmen toksik etkiye sahip Ketac N10o Restoratif’in bu etkisi
iceriginde bulunan cesitli iyonlarin salimi ve materyalin kompozit restoratiflerden
daha fazla ¢6ziinmesi ile iliskilendirilebilir.

Rezin modifiye cam iyonomerlerin, geleneksel cam iyonomerlerle
karsilastinldiginda daha yiiksek sitotoksik etki gostermeleri iceriklerinde bulunan

HEMA’ya baglanmistir (472). Geleneksel cam iyonomerlerin daha disiik sitotoksik
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etkileri ise dusik egzotermik etki ile yavas sertlesmeleri, hizli nétralizasyonlari ve
sertlesmis materyallerden salinan toksik etkisi olmayan iyonlarla agiklanmistir
(208). Bu tez calismasinda geleneksel cam iyonomer Fuji IX GP Extra’nin, 48 ve 72
saat sonrasinda rezin modifiye cam iyonomer Ketac N100 Restoratif’e benzer etki
gostermesi ise; Leyhausen ve dig.’nin (473), geleneksel cam iyonomerlerin
ekstrakt ve direkt kontakt testlerde farkli sonuglar verdigini belirttikleri
cahismalarina benzer sekilde, geleneksel cam iyonomerlerin, rezin modifiye cam
iyonomerlere gore ¢6ziinlr olmalar sonucu, suda ¢6ziinen molekiillerin ve kiiciik
kati partikdllerin salimi ile agiklanabilir. Lan ve dig. (474), farkli cam iyonomerlerin
sitotoksisitelerini degerlendirdikleri calismalarinda, geleneksel cam iyonomerlerin
hiicre biylmesini baskiladiklarini tesbit etmisler ve bu durumun sertlesme
ortami ve partikiil buylkligiine bagl olabilecegini belirtmislerdir.

TUim bunlara ek olarak; Fuji IX GP Extra’nin klinik uygulamalarda ylzey
Ortliclisi G Goat Plus ile kombine uygulanmasi (Equia) nedeni ile agiz sivilarinda
daha az ¢6ziindiginin gbz éniinde bulundurulmasi, Fuji IX GP Extra lzerine G
Goat Plus uygulanmis drneklerin in vitro kosullarda hiicre kiltird Gzerindeki
toksik etkilerinin degerlendirildigi farkli aragtirmalara gereksinim dogurmaktadir.
Bu materyalin 24 saat sonunda yapilan degerlendirmede toksik etkiye sahip
olmamasi ise yiizey oOrticlisi ile kombine uygulandiginda toksik etki
gostermeyebilecegi diistincesini ortaya koymaktadir.

Adezivler icinde bulunan monomerlerin sitotoksik etkilerini, 24-72 saat
sonrasinda yiiksekten disige dogru Bis-GMA, UDMA,TEGDMA ve HEMA olarak
siralayan Ratanasathien ve dig. (31), HEMA’nin TCs, degerinin (hicresel
metabolizmayr %50 inhibe eden miktar) fibroblastlarla 24 saatlik kontakt
sonrasinda 3,6 mmol/l (468 pg/ml), 72 saat sonrasinda ise 1,0 mmol/l (130 pg/ml)
oldugunu gozlemlemislerdir. Schmalz (111) ise TCy, degerlerinin HEMA icin
Ratanasathien ve dig.’nin bulgularina benzer sekilde 3600 pM (468 pg/ml), Bis-
GMA icin 9,35 UM (4,7 pg/ml), UDMA icin 17,4 uM (8,17 pg/ml) ve TEGDMA icin ise
124,5 M (35,6 pg/ml) oldugunu belirtmistir. Bu tez calismasinda saptanan

monomer miktarlart Tc 50 degerleri ile karsilastinldiginda daha disik
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gozlenmistir. Test edilen adeziv restoratif materyallerin hiicre kdltiriinde
gosterdikleri toksik etkiler, iceriklerinde bulundurduklart monomerlerin sinerjistik
etkilerinin yanisira, bu restoratif materyallerin farkh toksik bilesenleri ile
iliskilendirilebilir. Bununla birlikte MTT testinde ve HPLC analizinde test edilen
ekstraktlarin farkli ¢oziiciilerde hazirlanmasinin bu monomerlerin eliisyonunda
farkliliklara neden oldugu da g6z ardi edilmemelidir.

Materyallerden goézlenen salim ile yiizde hicre canlihgl arasindaki
etkilesimin Spearman’nin rho katsayisi ile analiz edilmesi sonrasinda daha yiiksek
monomer salimi ile materyallerin daha yiiksek toksik etki gosterdigi saptanmistir.
Bu etkilesim her ¢ siire¢ sonundaki degerlendirmelerde ayni yonde olmakla
birlikte sadece 48 saat sonrasinda uygulanan MTT testi bulgulari ile olan etkilesim
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Monomer salimi ile toksisite arasinda 48 saat sonrasinda anlamli bir
etkilesim olmasinin yanisira adeziv restoratif materyallerden elde edilen
ekstraktlarda, salimi gézlenen tek grubun monomerler olmadig da goz 6niinde
bulundurulmalidir (179). Bu restoratif materyallerden silikon, boron, sodyum ve
baryum doldurucu partikiiller salinabildigi belirtilmistir (415). Bu bilesenlerin
disinda baslaticilar gibi farkli bilesenlerin de biyouyumluluk Uzerinde etkili
olabildikleri diislincesi (375) ile birlikte cam iyonomerlerin sitotoksik etkilerinin;
bu materyallerden ¢inko ve floriir gibi salinan iyonlar ve asiditeleri ile
iliskilendirildigi  bildirilmistir (461).  Farkli bilesenlerin materyal toksisitesi
tzerindeki etkilerinin yanisira, salimi gézlenen monomerlerin sinerjistik ya da
antagonistik etki gostererek gozlenen sitotoksisitenin derecesi degistirebilecegi

de (31) goz ardi edilmemelidir.

5.3. Ames Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ozellikle uzun dénem salindiklar dikkate alindiginda, adeziv restoratif
sistemlerden salinan monomerlerin genotoksik &zellikleri; hicre 6limi,
mutasyon ve kanser gibi olusturabilecekleri olasi etkileri ile birlikte dnem

tasimaktadir. Bu monomerlerin, hangi konsantrasyonlarda salindiklari ve pulpaya
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ulastiklarinin yanisira hangi konsantrasyonlarda etki olusturabildikleri de dis
hekimlerinin 6nem vermesi gereken bir konudur. Bu amacla tez ¢alismasinda;
test edilen adeziv restoratif materyallerin 1 glin ve 1 hafta sonra olmak tizere elde
edilen ekstraktlarinin  mutajenik etkilerinin, Ames testi ile belirlenmesi
amaglanmistir. Ames test sistemi, materyallerin mutajenik potansiyellerinin
taranmasinda yaygin olarak kullanilan kisa zamanl bakteriyel mutajenite test
sistemlerinden biridir. Bu testin yaygin olarak kullaniima nedenleri arasinda, bu
sistemde belirlenen bir etkinin, kemirgen karsinojenitesi hakkinda bilgi veriyor
olmasi sayilabilir (355,356). Adeziv restoratif materyallerin mutajenik etkileri, tek
bir deneye bagh kallnmamasinin hedeflenmesi sonucunda iki farkli sus
kullanilmasi yolu ile degerlendirilmistir;. Bu nedenle genellikle bir deneyin ayni
kosullar ve/veya degisen kosullar altinda tekrarlanmasi, bdylelikle 6nceki
sonuclarla uyumlulugun kontrol edilmesi ve genotoksisitenin belli kosullar altinda
ifade edilip edilmedigi hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaci ile TA 98 ve TA 100
suslar kullanilmistir. Bilinen bakteriyel mutajenlerin biyiik bir kismini belirlemede
cok hassas olduklari icin TA98, TA 100 kombinasyonunun genel olarak kabul
goérmus test suslar oldugu da bilinmektedir (365). Bu anlamda Ames test sistemi,
kendi icinde ¢oklu bir deney sistemi sayilabilir (475).

Test sistemi sonucunda elde edilen bulgularin istatistiksel analizinde;
toksisitenin varligl ya da hayatta kalan bakteri sayisinin azalip azalmadig, negatif
kontrol plaklarindan goézlenen bakteri koloni miktarinin  homojen dagilip
dagiimadigy, literatiirdeki negatif ve pozitif kontrol plaklarindan elde edilen
sonuclarla uyumlu bulgular elde edilip edilmedigi, test edilen gruplarin kontrol
gruplarindan daha yiliksek degerlerde sonuc¢ verip vermedigi, deney gruplarinin
doz-cevap iliskisi ve inkibasyon siresinin mutajenite Uzerinde etki gosterip
gostermedigi degerlendirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, sitotoksik etki degerlendirmesi, mutajenite
deneyleri 6ncesinde yapilmistir. Test edilen tiim adeziv restoratif materyaller icin
incelenen en yiiksek doz, 100 plL/plak olarak belirlenmistir. Mutajenite testi

sonrasinda, negatif kontrollerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucunda,
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degerlerin homojen dagihm gosterdigi belirlenmis ve geriye ddnme frakanslari TA
98 susu icin 31,87 *11,07, TA 100 susu icin ise 183,22 * 38,89 olmak lzere
literatiirde TA 98 icin 20-30, TA 100 icin 75-200 (355) olarak belirtilen miktara
uyumlu bulunmustur. Pozitif kontrol plaklan icin TA 98 susunda 6 pg/plak
danomisin, TA 100 susunda 1,5 pg/plak sodyum azid kullaniimasi 6nerilmektedir.
Bu 6neri dikkate alinarak hazirlanmis kontrol plaklarinda gézlenen koloni miktari
ortalamalari alindiginda TA 98 icin 276,537 * 126,3745, TA 100 1739,63 * 814,3732
koloni gdzlenmistir. Bu degerlerin negatif kontrol plaklari ile karsilastirildiginda
literatiirdeki veriyi dogruladigi gdzlenmistir.

Elde edilen bulgular SPSS 16.0 paket programi kullanilarak iki yonla
varyans analizi ile ¢c6ziimlendiginde; test edilen adeziv restoratif materyallerin iki
farkl sire sonunda elde edilen tim ekstraktlari, Ames test sisteminde metabolik
aktivasyon yoklugunda negatif sonug¢ vermislerdir. Test edilen adeziv restoratif
materyallerden, iki farkh siirede elde edilen ekstraktlarin farkli dozlarinin
eklendigi plaklardaki bakteri kolonizasyonlarinin karsilastiriimasi sonucunda; XP
Bond, Silorane Bond ve G Coat Plus gruplarinda her iki sus icin de istatistiksel
olarak anlaml bir farkhlik gézlenmemistir. TA 98 susunda; Quixfill, Fuji IX GP
Extra, ve Ketac N 100 Primer’in 1 haftalik ekstraktlari, Silorane ve Ketac N 100’(in
ise 1 ginlik ekstraktlarinin  eklendigi plaklarda dozlar g6z6ninde
bulundurulmaksizin daha yliksek bakteri kolonizasyonu izlenmistir. TA 100 susu
icin ise sadece Ketac N 100 Primer’in 1 giinliik ekstraktin eklendigi plaklarda daha
fazla bakteri kolonizasyonu saptanmustir. Ekstrakt streleri goézoniinde
bulundurulmadiginda sadece Ketac N 100 Primer’de TA 98 susunda, dozlar
arasinda (25 ve 100 pl/plak) istatistiksel olarak anlamh bir farklilk tesbit
edilmistir. Doz ekstrakt siresi etkilesiminde ise Silorane Primer (25 pL/plak) ve
Ketac N 100’e (25 ve 100 plL/plak) ait dozlarda 1 giinlik ve 1 haftalik ekstraktlar
arasindaki farkliigin istatistiksel olarak anlaml oldugu gorilmistir. Ames test
sisteminde kullanilmasi 6ngoérilen bakteri miktarinin 1-2x10° bakteri/ml oldugu
dikkate alinarak uygulanan bu c¢alismada go6zlenen farkliliklarin, plak

inkorporasyon testi sirasinda Ust agara esit miktarda bakteri eklenememesi
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sonucunda ortaya ¢ikmasi ile iliskilendirilebilir. Ames testi sonucunda istatistiksel
olarak anlamli bulunan bu farkliliklar, mutajenik etkinin koloni sayisinin negatif
kontrol plaklarinda gézlenen sayinin en az iki katindan fazla ve doza bagl artis
olmasi gerekliligi nedeni ile dnemsiz olarak kabul edilmistir.

Literatiirde, bu tez c¢alismasinda test edilmis adeziv restoratif
materyallerin ~ mutajenik  etkilerinin  degerlendirildigi  bir  arastirma
bulunmamaktadir. Calismada Quixfill ile uygulanan XP Bond, iceriginde TEGDMA
ve HEMA bulundurmaktadir. Restoratif materyallerin mutajenik etkilerinin
monomer salimina bagh olarak gerceklestirildigi bilgisi ile, monomerlerin olasi
mutajenik etkilerinin test edildigi arastirmalarda, c¢ok c¢esitli sonuclar elde
edilmektedir. Adezivler icindeki bir ¢ok bilesene ragmen, sadece birkaginin
genotoksik ve mutajenik etkisinin tesbit edildigi bildirilmis ve en etkili
monomerlerin ise TEGDMA ve HEMA oldugu saptanmistir. TEGDMA’nin, memeli
hiicresi geni mutasyon testlerinde mikrontkleus olusumuna neden oldugu ve
doza bagll mutasyonlar gosterdigi (226,258); ayrica V79 ¢in hamster
fibroblastlarinda delesyonlara sebep oldugu bilinmektedir (257). Bu tez
calismasinda; TEGDMA , HEMA ve UDMA iceren XP Bond’un 1 giinlik ve 1
haftalik ekstraktlar test edildikleri hi¢bir dozda mutajenik etki géstermemiglerdir.

Bu arastirmada test edilen Quixfill, Silorane Bond ve Ketac N100
Restoratif, iceriklerinde TEGDMA bulundurmalarina ragmen, herhangi bir
mutajenik etki gostermemislerdir. Quixfill, TEGDMA disinda UDMA igerirken,
Ketac N100 Restoratif icinde, HEMA, EGDMA ve Bis-GMA vardir. Bis-GMA, UDMA,
TEGDMA, GMA ve HEMA’nin Ames testinde mutasyon olusturmadiklari
belirtiimisti. TEGDMA’nin  klastojenik oldugunun saptanmasinin yanisira
BisGMA’nin bozunma Urlinleri BPA ve GMA’nin V79 hiicre kiltirinde
mikroniikleus olusumunu arttirmasina ragmen, kromozom mutasyonlarinda
anlamli derecede etkili olmadigr bildirilmistir (20,226,258). Bu bulgularla birlikte,
monomerlerin genotoksik etkileri tam olarak agiklanamamaktadir. Niikleotidlerle
direkt etkilesim, DNA hasari olusturan aracilar veya DNA tamir mekanizmasinin

inhibisyonu, rezin monomerlerin mutajenik etkilerinden sorumlu olarak kabul
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edilmektedir (25). Bis-GMA ve UDMA’nin in vitro olarak bakteri kiiltiirlerinde ve
Okaryotik hiicrelerde mutajenik etki géstermedigi bildirilmis, bununla birlikte
kolesterol esteraz varliginda Bis-GMA nin bozunma Grininin ortaya ciktig
(BADPE-40H) ve insan lenfositlerinde mikroniikleus olusumuna neden oldugu
(476) belirtilmistir. Poplawski ve dig. (477) ¢ok siklikla olmamakla birlikte, adeziv
sistemlerde fizikokimyasal dayanikliligi ve hidrofobikligi arttirmak tizere poli(metil
metakrilat) (PMAA) modifikasyonu olarak kullanilan GMA’nin genotoksik etkisini
bildirmislerdir. UDMA iceren G Coat Plus, HEMA iceren Ketac N100 Primer,
HEMA ve Bis-GMA iceren Silorane Primer de icerdikleri monomerlerin olasi
mutajenik etkilerine ragmen Ames testinde negatif sonug vermislerdir. Bu durum,
salinan monomer miktarinin etki olusturacak konsantrasyona ulasmamasi ile
agiklanabilir. HEMA ve Bis-GMA iceren bes farkli adezivden 1, 24 saat ve 5 giin
sonunda elde edilen ekstraktlarin farkli dilisyonlarinin degisen genotoksik etki
gosterdigi de bildirilmistir (385). Gdzlenen negatif sonuclarin diger bir nedeni ise
metabolik aktivasyon sisteminin kullanilmamasi olabilir. Bu sistem, kisa zamanli
bakteriyel test sistemi olan Ames testinin memelilerdeki biyotransformasyon
olaylarinin deney ortaminda taklit edilmesi amaci ile ortama eklenen bir
metabolik aktivasyon sistemidir (355). Test edilen adeziv restoratif materyallerin
metabolitlerinin mutajenik potansiyelleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek amaci ile,
bu aktivasyon sistemi varliginda farkl sonuglar elde edilebilinecegi, g6z 6niinde
bulundurulmalidir.

Bir calismada, dokuz farkli kompozit rezinden elde edilen ekstraktlarin ve
dort farkli monomerin (TEGDMA, HEMA, UDMA ve Bis-GMA); somatik Drosophila
Melanogaster hicreleri tzerindeki genotoksik etkilerinin somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi “SMART” ile degerlendiriimesi sonucunda; sadece daha
yliksek organik icerige sahip ve TEGDMA iceren bir akiskan kompozitin mutajen
oldugu, test edilen diger kompozitlerin ise disik organik icerige sahip orta
yogunlukta kompozit rezin grubunda olup daha disik artik monomer salimina
bagl olarak istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermedikleri saptanmistir (24).

Ayni grup arastrimacilarin farkli bir calismalarinda ise, UDMA’nin TEGDMA’dan 1,6
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kez daha fazla aktif oldugu, Bis-GMA ve HEMA’nin ise anlamli etki géstermedikleri
belirtilmistir (25).

Kompozit rezinleri de iceren bazi materyaller ile ilgili olarak sikayetleri
bulunan hastalar, cesitli durumlarda hasta haklarinin korunmasini saglayan bir
organizasyon kurmuslardir. Glinimtizde ise “Yesil Tlketici Ansiklopedisi” adl bir
yayin, Danimarka’da yayinlanmistir. Bu yayinda arka grup dislerin restorasyonu
icin, kompozit rezinlerin 6strojenik etkileri sebebi ile amalgam restorasyonlar
6nerilmektedir (478). Bununla birlikte Di Pietro ve dig. (479) dental restoratif
materyallerin genotoksik etkilerinin degerlendirildigi in vivo calismalarinda,
metakrilat esasli kompozitlerin olusturduklarn genotoksik etkileri amalgama
benzer olarak gozlemlemislerdir. Gozledikleri etkiyi ise, DNA hasarina yol acan,
serbest oksijen radikallerine baglamislardir.

Siloksan ve oksiranlarin mutajenik etkilerinin  Ames testi ile
degerlendirildigi bir calismada, 1,4-bis(2,3-Epoxypropyloxypropyl-dimethylsilyl)-
Benzene disinda tim siloranlar negatif sonu¢ vermislerdir. Arastirmacilar ayrica
siloranlarin  oksiranlardan daha dasik mutajenik etki gosterdiklerini
saptamuslardir (480). Siloranlarin bildirilmis diisiik mutajenik etkilerinin yanisira,
biyolojik sivilarin  simiile edildigi sollsyonlarda ¢6ziinmeden stabil kalmalar,
adeziv restoratif materyallerde kullanimlarinin daha basarili sonuglar ortaya
koyabilecegi fikrini dogurmaktadir (481). Bu calismada test edilen siloksan esasli
Silorane Restoratif’e ait herhangi bir mutajenik etki saptanmamustir.

Cam iyonomerlerin biyouyumluluklarini in vivo ve in vitro kosullarda
inceleyen bir cok arastirma vardir (208,461,472,482); fakat bu materyallerin
genotoksisite ve mutajeniteleri ile ilgili literatirde ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Calismada degerlendirilen giclendirilmis geleneksel cam
iyonomer Fuji IX GP Extra’min mutajenik etki géstermemesi, geleneksel cam
iyonomerlerin Ames testi sonucunda mutajenik etkiye sahip olmadiklarinin
belirtildigi arastirmalarla (211) uyumluluk géstermektedir. Bir rezin modifiye cam
iyonomer (Vitrebond) ise bircok in vitro test ve bir in vivo ¢alismada sitotoksik,

genotoksik ve mutajenik etkiye sahip olarak gézlenmistir (245,483).
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5.4. in Vivo Bulgularin Degerlendirilmesi

Restoratif materyallerin degerlendirildigi “kullanim testleri’”, bireylerin ya
da deney hayvanlarinin ciriikstiz dislerinde, hasarsiz preparasyon ile tek ytizIi bir
kavite olusturulmasinin ardindan, dUretici firmalarin o6nerileri dogrultusunda
restorasyon uygulama standartlarini iceren test yontemidir (484). Deney
hayvanlarina uygulanan restoratif materyallerin pulpa dokusunda olusturduklari
etkilerin degerlendirilmesi, Stanley (485) tarafindan 1985’te klinik 6ncesi kullanim
testleri olarak tanimlanmistir. Bu testlerde; pulpal hasara neden olan etkenler
arasinda sayilan restoratif materyallerden salinan toksik Griinler, kavite ve
restorasyon arasindaki bakteriler ve toksinlerin (90,91) yanisira, restoratif
islemlerin etkileri de degerlendirilmektedir. Horsted (486) 1987’de, adeziv rezinin
bakteri olmaksizin gdzlenen toksik etkisini rapor etmis, Qvist (487) ise yine
bakteri bulunmadigr durumda, bu materyallerin insan dislerinde prepare edilen
derin kavitelerde asit uygulamasi sonucu, pulpal hasara neden oldugunu
bildirmistir. Kalan dentin dokusunun ince oldugu durumlarda, dentin dokusunun
gecirgenliginin yanisira, adeziv materyallerden salimi gézlenen TEGDMA ve HEMA
gibi monomerler de pulpal inflamasyondan sorumlu olarak kabul edilmektedirler.
Bununla birlikte 2 mm kalinhginda dentin dokusu varliginin, monomer
difizyonunu azalttig da bilinmektedir (368).

Hayvan disleri ve ortodontik amacla ¢ekimi planlanan insan disleri izerinde
yapilan bir cok calisma (488-490) ile, adeziv restoratif sistemlerin pulpa dokusuna
etkileri degerlendirilmistir. Yapilmis olan bu ¢alismalarda; kalan dentin dokusunun
kalin oldugu orta derinlikte veya sig kavitelerde, bakteri penetrasyonunun
onlendigi durumlarda pulpa reaksiyonu gézlenmemistir. Elde edilen bu bulgular,
orta derinlikte ya da sig kavitelerde toksik bilesenlerin pulpaya gecisinin disik
bulundugu in vitro ¢alismalarla benzerlik géstermektedir. Pulpa ve preparasyon
arasindaki mesafe olarak bilinen kalan dentin kaliniginin (484) yiiksek olmasinin,
pulpaya difflize olan toksik materyal miktarinda azalmaya neden oldugu; 0,5 mm
kalinliginda dentin dokusunun, materyallerin toksik etkisini %75 oraninda

disirurken, bu etkinin 1 mm kalinliginda dentin dokusu varliginda %90 olarak
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saptandigl bildirilmistir (491). Bu tez calismasinda; kalan dentin dokusunun
ortalama 1,35 + 0,29 mm oldugu orta derinlikte kavitelere uygulanan dért farkl
adeziv restoratif sistemin, pulpa tzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Literatir
bilgilerini destekler bicimde hicbir restoratif sistemin pulpada inflamasyon
olusturmadig tesbit edilmis ve bakteri varligina rastlanmamustir. Bununla birlikte
Wiegand ve dig. in vitro ¢alismalarinda; self-etch adezivlerin 1,5 mm kalinhiginda
dentin dokusu varliginda sitotoksik etki gosterebilecegini de belirtmislerdir (492).

Bu ¢alismada test edilen self-etch adeziv; Silorane Restoratif 6ncesinde
uygulanan, primerinde HEMA ve Bis-GMA, bondunda ise TEGDMA iceren bir
sistemdir. Calismanin in vitro kismindan elde edilen sonuclara goére ekstrakt
yontemi kullanilmasi sonucunda sitotoksik etki gostermeyen Silorane Restoratif
ile birlikte uygulanan Silorane Primer ve Silorane Bond’un toksik oldugu
gozlenmistir. Dentin ylizeyi ile direkt temasta olan Silorane Primer’in, in vitro
kosullarda goézlenen yiiksek toksik etkisine ragmen bu adeziv restoratif sistemin
uygulandigl dislerde herhangi bir pulpal inflamasyon gézlenmemesi, ekstrakt
yonteminin uygulandigi in vitro test kosullarinda dentin dokusunun varliginin géz
ardi edilmesi ile iligkilendirilebilir. Bununla birlikte, 6zellikle adeziv sistemlerin
klinik kosullarda daha az miktarda uygulandiklari ve restoratif islemler sirasinda
kompozit restorasyonlarin polimerizasyonu ile ek bir polimerizasyona maruz
kaldiklari da &ngoriilmesi gereken bir noktadir (434). Laboratuvar kosullarinda
toksik etki gosteren materyallerin, klinik olarak ayni bulgulari ortaya ¢ikarmadigl
da belirtilmistir (291). in vitro ve in vivo bulgular arasindaki farkliliklar Wenneberg
ve dig. (493) tarafindan bildirilmis; hayvanlarda uygulanan kullanim testlerinin ise
klinik kosullara, in vitro testlerden daha uygulanabilir oldugu vurgulanmistir.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuclari dogrular bicimde, rezin esasl
materyallerin derin kavitelere uygulandiklarinda pulpa-dentin kompleksine
etkilerinin degerlendirildigi bir calismada (494); 7 giin sonunda bir ¢ok drnekte
inflamasyon gozlenmemis ya da hafif inflamasyon belirlenmistir. Orta siddette
inflamatuar cevap ise sadece rezin bilesenlerinin diflizyonunun gézlendigi ve

kalan dentin kalinhginin 0,262 mm oldugu bir diste saptanmistir. Kalan dentin
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kalinhginin en disik 0,6 mm oldugu ve bu diste herhangi bir semptomun
gozlenmedigi bu tez calismasinda; hicbir grupta pulpal inflamasyon gérilmemesi,
olasi bir durum olarak kabul edilebilir.

Etch&rinse ve self-etch adeziv sistemlerin olusturdugu pulpal cevabin
karsilastinldigr bir ¢alismada ise, 7 giin sonunda birkag diste orta siddetliden
siddetliye dogru reaksiyon gozlenmis, 30 giin sonunda ise minimal cevap tesbit
edilmistir. Kalan dentin kalinhg ve bakteri varliginin, pulpal inflamasyonla
iliskisinin vurgulanmasinin yanisira; self-etch adeziv uygulanmasi sonrasinda daha
az pulpal inflamasyon olustugu bildirilmistir (495). Bu tez calismasinda
karsilastirilan self-etch adeziv sistem Silorane’a ait primer ve bondu iceren iki
basamaktan olusan bir sistemdir. Etch&rinse sistem ise ¢oziicli olarak tersiyer
bitanol iceren ve metakrilat esasl hibrit kompozit ile uygulanmus iki agamali bir
sistemdir. Test edilen bu iki adeziv restoratif sistemin uygulanmasi sonucu; 1
hafta sonrasinda yapilan histopatolojik degerlendirmelerde, her iki adeziv sistem
icin ikiser adet diste kavite alani ile sinirli dokuda yapisal bozulma gézlenirken, 1
ay sonunda sadece etch&rinse adeziv sistemin uygulandigi 1 diste organizasyon
bozuklugu gézlenmistir.

Bazi calismalarda kompozit rezinlerin ve adeziv sistemlerin derin
kavitelerde pulpa tzerinde etkili oldugu belirtiimekle birlikte, farkli sonuglar
gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir. Primatlarda yapilan bir ¢alismada, pulpal
hasara rastlanmamistir (496). insan dislerinde ise derin kavitelere uygulanan
restorasyonlar sonrasinda yapilan histolojik degerlendirmelerde, pulpal
inflamasyon tesbit edilmistir (32,497). Dentin tibiilleri icinde ve pulpa dokusunda,
adeziv sistemlerden salinan partikiiller ve inflamatuar reaksiyonla karakterize
olarak bu partikiiller etrafinda makrofajlar gézlenmistir (21,32). Primatlarda
yapilan farkl calismalar, benzer sonuglar gosterirken; kdpek, koyun ve fareler
uzerinde uygulanan arastirmalarda, hafiften orta siddetliye degiskenlik gésteren
reaksiyonlar izlenmistir (498). Bununla birlikte deney hayvanlarinin, &zellikle
maymun pulpasinin, kimyasallara daha dayanikli fakat bakterilere ve bakteri

toksinlerine daha az direngli oldugu dikkate alinmalidir. Direkt pulpa
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kaplamalarinin uygulandigl c¢alismalar sonrasinda insanlarda pulpa nekrozu,
deney hayvanlarinda ise disik reaksiyon gozlendigi ya da inflamatuar reaksiyon
izlenmedigi de gézéniinde bulundurulmaldir (111,484).

Bazi arastirmacilar, adeziv sistemleri ve kompozit rezinleri direkt pulpa
kaplamalarinda uygulamiglardir. Cox ve dig. primatlarda pulpa ekspozu
sonrasinda kanama kontroli ve #%2,5’lik NaOCl uygulamasi ardindan farkh
kompozit rezinleri kullandiklari ¢alismalarinda ¢ok hafif bir pulpal reaksiyon
gozlemlemisler ya da reaksiyon olusmadigini vurgulamislardir. Bakteri
bulunmadigr durumlarda, tamamlanmis dentin koéprisi olusumunu da
bildirmisleridir (499,500). Inoue ve dig. (501); doku adeziv birlesimini, polimerize
olmus rezinin dokuya infiltre oldugu (yumusak doku hibrit tabaka), rezin
partikillerinin izlendigi ve polimerize olmamis monomerleri iceren {i¢ alanda
tanimlamislardir. Klinik kosullara benzer olarak, ekspoz olan pulpa dokusunun
takdrikle kontamine edilmesi ve %2’lik klorheksidinle silinmesi sonrasinda
kompozit rezin uygulandigl durumlarda %45 oraninda pulpa dokusunun canhhgini
yitirdigi, %25 oraninda ise tersiyer dentin olusumu gdzlenmis; ekspoz pulpanin
Uzerine kalsiyum hidroksit uygulanmasi sonucunda ise %82 oraninda reaktif
dentin olusumu ile birlikte %7 oraninda nekroz izlenmistir (502). insan dislerinde
yapilan benzer calismalarda; genellikle gecikmis yara iyilesmesi, daha az dentin
kdprisi olusumu ve yabanci cisim reaksiyonu gozlenmistir (19,21,503). Yabanci
cisim reaksiyonunun ise adeziv restoratif sistemlerin uygulanmasi sonrasinda
izlenebilen rezin partikillerine karsi olustugu dasinilmektedir (504). Adeziv
sistemlerin zamanla bozunmaya ugradiklarinin dikkate alinmasi gerekliligi ile
birlikte (505), direkt pulpa kaplamalarinda uygulandiklari ¢ok fazla uzun dénem
klinik calisma bulunmamaktadir.

Ekspoz olan pulpa dokusu tizerine direkt uygulanan kompozit rezin
restorasyonlarin disinda, biyolojik olarak pulpa kok hicrelerinin uyariimasi ile
karakterize tedavi alternatifleri lizerinde calisgilmaktadir. Bu ¢alismalarin amaci,
pulpa koék hiicrelerinin odontoblast benzeri hiicrelere dontsimuinin uygun

dentin dokusu olusumu ile gézlenmesidir (99,506).
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Literatiirde; kompozit rezinlerin klinik olarak direkt pulpa kaplamalarinda
uygulandiklarinda pulpal inflamasyon ve nekroza yol a¢malari nedeni (19) ile
tercih edilmemelerinin gerektigi bildirilmistir. Bununla birlikte bazi arastirmacilar,
iyi baglanma gdsteren restorasyonlarin bakteriyel penetrasyonu engelledigini ve
daha iyi bir pulpa tamiri gerceklestigini savunmaktadirlar (507). Bu durum, klinik
tecribe ve kavitenin bakteriyel penetrasyona izin vermeyecek sekilde
restorasyonu ile iliskilidir. Brannstrom ve Nyborg’un (508) dis restorasyon
arayuziindeki bakterilerin etkilerini tesbit etmelerinin ardindan, bakteriyel
kontaminasyonun pulpal inflamasyonda asil etken oldugu gérisi dogmustur
(509). Bu goriise zit olarak, bazi calismalarda bakteri varligi ve pulpal reaksiyon
arasinda iliski gézlenmedigi de belirtilmistir (33,510).

Adeziv restoratif sistemlerin altinda bulunan bakteri kolonizasyonu,
adeziv sistemlerden veya kompozit rezinlerden salinan materyallerin direkt
kimyasal etkisinin beklenmedigi sig ya da orta derinlikteki restorasyonlarda,
pulpal reaksiyon olusturabilir. Bu farkhliklar restoratif sistemlerden salinan
bilesen miktarinin zamana bagh olarak azalmasi ve restorasyon altinda bulunan
dentin bariyer etkinliginin zamana bagl olarak artis géstermesi ile agiklanabilir.
Bununla birlikte bakteri popilasyonunda zamanla gézlenen biyime, bakteri
toksinlerinde de artisa neden olur. Sonug olarak pulpay! koruyan dentin bariyer
etkinligini kaybeder. Dentin tiibiillerine iyi diffiize olmus bir adeziv sistemin, kenar
aralanmasi izlenen kompozit rezin restorasyonlarda tibdl icinde bakteri varligini
engelleyebilecegi ise bilinmektedir (111). Bu tez calismasinda farkli adeziv
restoratif sistemlerin uygulandigi hicbir diste bakteri gbzlenmedigi gibi herhangi
bir pulpal inflamasyon varligl da tesbit edilmemistir. Dort farkli adeziv restoratif
sistemle restore edilmis bu 48 diste bakteri penetrasyonunun izlenmemesi,
Brown and Brenn teknik ile iyi boyanamamalarinin (19) yanisira, bakterilerin
fiksasyon ve dekalsifikasyon ile karakterize histopatolojik islemlerde kaybedilmesi
ya da boyanma yetenegini yitirmesi (511) ile birlikte bu islemler sirasinda disten
ayrilan restorasyona yapisarak uzaklasmasi (512) gibi faktorlerle iliskilendirilebilir.

Ersin ve dig.’nin (510) bazi test ve kontrol gruplarinda bakteri varligini
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belirlemeleri ile birlikte, bakteri varligl ve pulpal inflamasyon arasinda anlamli bir
iliski gozlemedikleri calismalarina paralel olarak; bu tez calismasinda, bakteri
saptanmamis toplam 48 adet disin 6 tanesinde dokuda lokalize diizensizlikler
izlenirken, 3 tanesinde dokuda daha yaygin yapisal bozulma gdézlenmistir.

Bakteri varliginin pulpal inflamasyonda 6nemli bir neden olmasinin
yanisira, preparasyonun olusturdugu travma (513), restoratif materyallerin
kimyasal etkileri (33) ve asit uygulama asamasi (514) gibi restoratif islemler ile
hastaya bagl faktdrlerin de pulpal inflamasyonla iliskili olabilecegi disiincesi
dikkate alinmalidir (55). Fare dislerinde ex vivo kosullarda gerceklestirilen bir
calismada; preparasyon sonucunda hasar goéren pulpa dokusunda, en ¢ok hasari
gosteren etkenden en aza dogru siralama, kalan dentin dokusu kalinligi, kavite
preparasyonu sirasinda yeterli su sogutmasi saglanamamasi, aeratér hizi, ylizey
kosullarinin degistirilmesi  sirasindaki uygulamalar ve restoratif materyaller
olarak  siralanmistir  (515). Ekspoz  edilmemis kavitelerin,  kalsiyum
hidroksit/amalgam, rezin modifiye cam iyonomer, cinko oksit ojenol, rezin
kompozit gibi materyallerle  restore edilmesinin  ardindan  pulpal
degerlendirmelerin yapildigi farkl bir calismada da kalan dentin dokusunun
onemli etkiye sahip oldugu, restoratif materyallerin pulpal cevap olusumunda
fazla etkili olmadiklari vurgulanmistir (516).

Adeziv restoratif materyallerin 1sikla polimerizasyonlarinin isik kaynagi ve
egzotermik polimerizasyon reaksiyonlarinin sinerjistik etkisi nedeni ile canl
pulpada hasar olusturabilecegi bilinmektedir (517). Yakin gecmiste bircok Uretici,
klinik calisma siresini azaltmanin yanisira polimerizasyon derinligini arttirabilmek
amaci ile 1000 mW/cm?* giiciinde 1sik cihazlarini dis hekimlerinin kullanimina
sunmustur. ilk calismalarin, LED 1sik cihazlarinin pulpaya daha az toksik
oldugununun belirtilmesinin yanisira bu sonucun, ilk cihazlarin genellikle 400
mW/cm® arali@inda  kullaniimalart  ile  yorumlanabilecegini  bildirildikleri
calismalarinda Santini ve dig. (518); 1100 mW/cm® giictinde LED 1sik cihazlarinin
500 mW/cm® giiciindeki halojen isik kaynagina gére pulpada daha cok sicaklik

artisi olusturduklarini ortaya koymuslardir. Bununla birlikte bu iki cihazi kullanimi



201

sonucunda goézlenen sicaklik artisinin pulpal hasara neden olacak limite
ulasmadigini bildirmigler; en yiiksek artigin ise tek basina adeziv sistemin
polimerizasyonu sirasinda ortaya ciktigini belirterek 6zellikle derin kavitelerde
pulpa koruyucu uygulanmasi gerekliligini vurgulamislardir. Bu calismada farkl
restoratif sistemlerin uygulanmasinda kullanilmasi ile birlikte, 1007 mW/cm?
glciinde LED 1sik cihazinin orta derinlikte restorasyonlarda pulpal reaksiyona
neden olmadigi gbzlenmistir.

Yaslanma sirasinda, pulpa dokusunda pek ¢ok degisiklikler izlenir. Bu
degisikliklere 6rnek olarak, odontoblast ve fibroblast sayisinda azalma, kollajen
miktarinda artis, sekonder ve reparatif dentin yapimina bagl olarak pulpa
dokusunda izlenen kii¢lilme ve damarlanmada gozlenen distis kabul edilebilir
(519) . Bir disin pulpal cevabi, yasa baglh pulpanin olgunlagsmasi ile iliskili olarak
farklilik ve (520) dentin olusumundaki azalma sonucunda diisiis gdsterebilir (521).
Bununla birlikte yas faktorl; reaksiyoner, fizyolojik ve sklerotik dentin
yapimindaki  farkhliklardan sorumludur (51). Odontoblast aktivitesindeki
farkliliklar, odontoblastlarda molekiiler seviyede degisikliklere neden olur (522).
Yasla ve dis uyaranlarla birlikte dentin dokusunda izlenen farklliklar, pulpal
dokuda da anlamli degisikliklerle sonuclanir (40). Murray ve dig. (55) restorasyon
basarisini etkileyen faktérleri degerlendirdikleri arastirmalarinda; hastanin yasinin
dentin tamir kapasitesini etkiledigini ve tedavi planlanmasinda dikkate alinmasi
gereken bir faktor oldugunu bildirmislerdir. Bu tez calismasinda, adeziv restoratif
materyallere karsi inflamatuar bir yanit gézlenmemesi ile birlikte farkli adeziv
restoratif materyallerin olusturduklari cevabin vyasla iliskili olarak farkhhk
gostermedigi saptanmustir.

Bu tez calismasinda test edilen toplam 48 adet disin hi¢birinde reparatif
dentin  olusumu  gdézlenmemistir.  Literatlirde  adeziv  restorasyon
uygulamalarindan sonra, %50 oraninda reparatif dentini olusumu bildirilmektedir
(50,55); bununla birlikte 30 giin sonunda restorasyonlarin %30’unda hafif reparatif
dentininin gozlendigi bir calismada (495) bu sonug, calisma siiresinin kisa

olmasindan dolayr tamami ile dentin dokusu tamirinin izlenememesine, bireyler



202

arasindaki farklliklara, ve yas gibi farkl faktorlere baglanmistir (495,523). Bu
calismanin bulgular, degerlendirme suresinin kisa olmasi ile iligkilendirilebilir.

Degerlendirilen adeziv restoratif sistemlerden ilki, asit uygulamasini
takiben etch&rinse adeziv sistem XP Bond ile kombine olarak restorasyonun
tamamlandig metakrilat esasl kompozit rezin Quixfill’dir. Dentin dokusu ile asit
uygulamasi sonucunda direkt temas halinde bulunan bu adeziv sistem icinde,
HEMA, TEGDMA ve UDMA bulundurmaktadir. Adezivlerin pulpa kaplamalarinda
kullanilmasi durumunda, uzun dénemde daha fazla pulpal hasar olusturabilecegi
gbdz 6niinde bulundurulmaldir (21). Primat dislerinde yapilan calismalarda ise
saglkli pulpa Gizerine direkt olarak uygulanan adezivlerin normal pulpa iyilesmesi
ve dentin koprisi olusumuna neden oldugu bildirilmistir (509,524). Bu tez
calismasinda ise Quixfill ile birlikte kullanilmig XP Bond O6ncesinde, asit
uygulanmistir. Hipertonik asit uygulamasi sonucunda dentin sivisinin pulpadan
disart dogru hareketinin goézlendigi, pulpal degisikliklerin gerceklestigi ve
odontoblastlarin yer degistirdigi belirtiimistir. Restoratif materyal ve pulpa
dokusu arasinda bulunan dentin dokusunun, asit icin tampon ya da floriiriin
emildigi bir stinger gibi davranarak, cam iyonomer restoratiflerin toksik etkisini
anlamli derecede azalttigi da bildirilmistir (111). Tampon goérevini istlenen yeterli
miktarda kalan dentin dokusunun izlendigi bu calismada, asitin ve HEMA,
TEGDMA ve UDMA iceren adeziv sistem XP Bond’un pulpal inflamasyona neden
olmadigi sonucuna varilabilir.

Test edilen materyallerden ikincisi self-etch adeziv sistemi ile uygulanan
Silorane’dir. Oncelikle HEMA ve Bis-GMA iceren primerin dentin dokusu ile direkt
temasta bulundugu ve sonrasinda ise TEGDMA igeren bondun uygulandigi adeziv
sistem ve ardindan siloksan esasli materyalle restore edilen dislerde pulpal
inflamasyon gézlenmemistir. Literatiirde Silorane’nin pulpa tizerindeki etkilerinin
degerlendirildigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Siloksan esasli
kompozitin toksik etkisinin, in vitro kosullarda degerlendirildigi bir calismada,
uzun dénemde kontrol grubuna yakin bulgular ortaya koydugu bildirilmistir

(438). Bu calismada; 1 hafta sonrasinda degerlendirilen 2 diste doku
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organizasyonunda lokalize diizensizlikler izlenirken 1 ay sonra cekilen dislerde
herhangi bir belirtiye rastlanmamustir. Silorane’da gozlenen katyonik halka
acllmasi reaksiyonunun kamforokinonun isik enerjisi ile aktivite kazanmasi
sonucunda iyot tuzlarn etkilesime girerek katyon olusturdugu fotokimyasal bir
olayla basladigi bilinmektedir. Oksiranlarin bu halka agilmas! reaksiyonlarmin
olduk¢a egzotermik oldugunun da bildirildigi bir arastirmada (525); bu restoratif
materyal, metakrilat esasl 2 farkli kompozit ile karsilastinimistir. Isik kaynagi ve
gerceklesen ekzotermik reaksiyonun kombinasyonu olarak polimerizasyon
sonucu ortaya ¢ikan bu isinin pulpada hasar olusturabilecegi de distinilmektedir
Bu restoratif materyallerin polimerizasyonlari sirasinda gosterdikleri ve
restorasyona komsu alandaki pulpa boslugunda olusturduklar sicakhk artisi
degerlendirilmis; siloksan esasl kompozitin (Filtek LS) polimerizasyonda daha ¢ok
sicaklik artisi gosterdigi, fakat 1 mm kalan dentin dokusu varliginda pulpa
odasinda olusan sicaklik artiginin materyaller i¢in farkliik olusturmadig
saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda Silorane sistemin uygulandigi orta derinlikte
restorasyonlar sonrasinda pulpal hasara rastlanmamasi, bahsedilen arastirmanin
bulgulari ile uyumluluk géstermektedir.

Uclincli grupta degerlendirilen restoratif sistem ise glclendirilmis
geleneksel cam iyonomer Fuji IX GP Extra ve G Coat Plus’tan olusan restoratif
sistem Equia’dir. Fare dislerinde besinci sinif restorasyonlarin uygulandigi in vivo
bir calismada, Fuji IX GP Extra’nin odontoblast tabakada bozulmanin yanisira, kan
damarlarinda dilatasyona ve sekiz gin sonrasinda ise gecici inflamatuar
reaksiyona neden oldugu bildirilmistir. 30 giniin sonunda ise pulpa dokusu
normal goérinimine kavusmustur (526). Fuji IX GP Extra’nin insan pulpasi
tzerindeki etkisinin degerlendirildigi bu tez calismasinda, sadece 1 hafta sonra
cekilerek incelenen 1 diste restorasyonla sinirl olmak (zere odontoblast
tabakasinda hafif diizensizlikler gozlenmistir.

Farkli deney hayvanlar (zerinde uygulanan pulpa calismalar, erken
doénemde gelistirilen cam iyonomerlerin orta siddette pulpal inflamasyona neden

olduklarini géstermistir (527). Bakteri kolonizasyonunun 6nlendigi ve pulpanin
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tamami ile dentin dokusu ile 6rtlli oldugu durumlarda yeni gelistirilen cam
iyonomerlerin herhangi bir pulpal reaksiyona neden olmadiginin (526)
belirtiimesinin yanisira, bakteri varliginda yogun pulpal reaksiyon gézlendigi de
bildirilmistir  (528). Ekspoz pulpa Uzerine geleneksel cam iyonomer
uygulamalarinin ise farkli hayvanlar Gzerinde vyapilan calismalarda abse
olusumuna kadar cesitli pulpal reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (528,529).
Bu durum pulpa ylizeyindeki nemlilige bagh olarak cam iyonomerin sertlesme
reaksiyonunun etkilenmesi ve ¢6zundrliginin artmasi ile aciklanmis (467);
florliri de iceren ¢esitli iyonlarin saliminin gergeklestigi de belirtilmistir. Daha
once gelistirilen cam iyonomerlerin pulpal reaksiyona neden olabildigi bildirilirken
(527) yeni gelistirilen materyallerde pulpa tamami ile dentin dokusu ile 6rtali
oldugu durumlarda hasar gézlenmedigi belirtilmistir (111,528).

Farkl restoratif sistemlerin degerlendirildigi in vivo bir ¢alisma; bakteriyel
mikrosizintinin engellenmesindeki en iyi materyalin rezin modifiye cam iyonomer,
en kotiu materyalin ise rezin esasl kompozitler oldugunu gostermistir. Pulpal
inflamasyon aktivitesi agisindan degerlendirildiginde, rezin esash kompozitlerle
en kotu sonuclar elde edilirken en uygun materyal cinkooksit ojenol olarak
gozlenmistir. Derin kavite preparasyonlarinda ise odontoblast canliigi goz
oniinde bulunduruldugunda en iyi sonug kalsiyum hidroksit, en koti sonug ise
rezin modifiye cam iyonomerlerle elde edilmistir (530).

Bu ¢alismada hicbir diste bakteri varligi tesbit edilmemistir. Orta derinlikte
kavitelerde hicbir restoratif materyalin pulpal inflamasyona neden olmamasinin
yanisira; doku dizensizligi kriteri acisindan degerlendirildigine en koti sonug,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte nanoiyonomer restoratif Ketac N
100 grubu i¢in gdézlenmistir. Bu materyale ait 1 hafta sonra degerlendirilen
dislerde 2, 1 ay sonra degerlendirilen dislerden 1 tanesinde genel olarak
odontoblast tabakada bozulma, damarlarda ise hafif genislemeler gézlenmistir.
Bu durum, materyal ile kombine uygulanan Ketac N 100 Primer’in icerdigi HEMA
ve akrilik/itakonik asit ile iliskilendirilebilir. Bununla birlikte; icerig§inde HEMA,
UDMA ve TEGDMA bulunan XP Bond’un uygulandigl dislerden 1 hafta sonra
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degerlendirilen 2, 1 ay sonra degerlendirilen 1 diste, HEMA ve Bis-GMA iceren
Silorane Primer uygulandiktan 1 hafta sonra cekilerek degerlendirilen 2 diste ve
iceriginde poliakrilik asit bulunan Fuji IX GP Extra uygulandiktan 1 hafta sonra
degerlendirilen 1 diste odontoblast tabaka restorasyon alani ile sinirli olmakla
birlikte diizensizlikler gézlenmesi bu iligkiyi tam olarak dogrulamamaktadir. HPLC
analizi bulgulari Ketac N 100 Primer’den salinan HEMA miktarinin yuiksek
oldugunu ortaya koymustur. Ketac N 100 uygulanan dort diste goézlenen
diizensizlik, Ketac N100 Primer’den salinan HEMA ile iliskilendirilebilir. Pulpal
inflamasyon etkenlerinin ¢ok c¢esitli olmasi ile birlikte, hicbir kesitte bakteri
gozlenmemesi ise restoratif islemlerin de pulpal cevapta etkili oldugu distincesini
desteklemektedir.

Rezin modifiye cam iyonomerlerin derin kavitelerde pulpal cevaplarinin
degerlendirildigi bir randomize, bes randomize olmayan kontrol calismalarinin
Ozetlendigi bir arastirmada, bu materyaller kontrol grubu olarak tercih edilen
kalsiyum hidroksitle karsilastinldiginda, 30 gliniin sonunda inflamatuar hiicre
cevabi agisindan farkllik géstermemistir. 60 giin sonunda ise kalsiyum hidroksitin
uygulandigr gruplarda %38 oraninda daha fazla saglikl odontoblast gézlenmistir.
2 yil sonunda ise restorasyonlarin pulpal cevaplari arasinda farklilik tesbit
edilmedigi belirtilmistir (531).

Geleneksel cam iyonomer restorasyonlarin klinik basarisini arttirabilmek
icin 6ncesinde mine ve dentine poliakrilik asit uygulamasi 6nerilmektedir. Bu
uygulamanin da dentin gecirgenliginde artisa neden oldugu bilinmektedir. in vitro
olarak daha fazla hiicre reaksiyonuna neden olmasinin yanisira bu uygulamanin,
pulpada hasar olusturdugunu goésteren herhangi bir klinik arastirma
bulunmamaktadir (111). Bu ¢alismada giiclendirilmis cam iyonomer restoratif Fuji
IX GP Extra Ocesinde poliakrilik asit uygulanmamistir.

Bu in vivo degerlendirmede saglikh dislerin kullanilmasi nedeni ile ciiriik
dentinin altinda skleroze dentinle karakterize klinik durum taklit edilememistir.
Hasar gormis bir dis pulpasinin; saglam bir disteki pulpaya gére daha iyi bir

savunma mekanizmasina sahip oldugu da bilinmektedir (111). Adeziv restoratif
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sistemlerin pulpanin immuinolojik durumu Gzerindeki etkisi ve tamir kapasitesi ile
ilgili de ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Monomerlerin immiin sistemden
sorumlu hicreleri baskiladiklari ve (21,532) pulpanin bakteriyel toksinlere
duyarhhginm arttirdiklarinin (533) gozlenmesi nedeni ile bu konuda daha ¢ok

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, herbiri kendi icinde bir takim uygulama basamaklarini
iceren materyallerden; adeziv sistemlerle birlikte uygulanan iki farkh tip kompozit
rezin ve primer ve/veya ylizey Ortliclleri ile uygulanan cam iyonomer
restoratiflerden olusan gilincel adeziv restoratif sistemlerin biyouyumluluklarinin
in vitro ve in vivo kosullarda degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu materyallerin
icerdikleri monomerlerle iliskili olarak canli dokularda toksik ve/veya mutajenik
etkiler olusturdugu varsayimi ile ilk olarak, test materyallerinden salinan artik
bilesenler HPLC (LC/MS) ile tesbit edilmistir. Hicre kiltiri Gzerinde, ekstrakt
yontemi ve MTT testinin uygulanmasi ile yapilan toksisite degerlendirilmelerinin
ardindan; materyallerin DNA tzerinde mutasyon olusturma potansiyelleri, Ames
test sistemi ile incelenmistir. in vitro degerlendirmeleri takiben, dokuz
materyalden olusan dort restoratif sistemin pulpa dokusu tizerinde olusturduklart
etkiler histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alismanin sinirlamalari
dahilinde asagidaki sonuclar elde edilmistir.

1. GCalismamizda test edilen materyallerden cesitli miktarlarda monomer
salimi gozlenmistir. Ekstrakt siiresinin uzamasi ile daha ylksek
monomer salimi saptanmistir. Test edilen materyallerde en yiksek
monomer salimi Ketac N 100 Primer’de, en diisiik monomer salimi ise
metakrilat esasli posterior hibrit kompozit Quixfil’de gézlenmistir. Bis-
GMA’nin bozunma uriini olarak ortaya c¢ikabilecegi varsayillan ve
Ostrojenik etkiye sahip BPA salimi ise saptanmamistir. Siloksan esasli
restoratif materyal Silorane Restoratif'ten salimi gézlenen tek
monomerin miktari kantitatif olarak saptanmamis, fakat ekstrakt
suresi ile artis gosterdigi izlenmistir. Silorane Restoratif icinde bulunan
siklik siloran monomerler’in kimyasal yapisina benzeyen ve
karsinojenik etkisi bildirilen dekametilsiklopentasiloksan’in ise (D5) bu
materyalden salimi izlenmemistir. G6zlenen monomer saliminin, bu

monomerlerin Tc 50 degerlerinden daha dusik olmasina ragmen; bu
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monomerleri iceriginde bulunduran adeziv restoratif materyallerin
hiicre kilturinde toksik etki géstermesi, monomerlerin olasi sinerjistik
etkilerinin veya materyallerin diger bilesenlerinin de toksik etki
olusturabilecegi distincesini ortaya cikarmistir.

Test edilen materyallerden Quixfill, Silorane Restoratif, Silorane Bond
ve ylzey oOrtlicist G Coat Plus’a ait hicbir ekstrakt 24 saat sonunda
toksik etki gostermemistir. 1 glinliik ekstraktlarda en ylksek toksik etki
ise Ketac N 100 Primer icin; 2 ve 7 ginlik ekstraktlarda ise en yiiksek
toksik etki giliclendirilmis geleneksel cam iyonomer Fuji IX GP Extra icin
gozlenmistir. 48 saat sonrasinda Silorane Restoratif ve Quixfill disinda
tim materyaller toksik etki gostermislerdir. En yliksek toksik etki ise
kdltdr ortami icinde ¢oziinerek ortam pH’sini asidik hale getirmesi
sonucunda hiicrelerin 6limine neden olan Fuji IX GP Extra’da
gozlenmistir. 72 saat sonrasinda toksik etki gostermeyen ekstraktlar,
Silorane Restoratif ve Quixfill'in 1 ve 2 glinliik ekstraktlari ile G Coat
Plusin 1 gunlik ekstraktidir. Toksik etki gdsteren cam iyonomer
restoratif sistemlerin, yiiksek c¢oziindrliklerinin 6niine gecebilmek
amaci ile klinik uygulamada yizey 6rtiictsu ile birlikte uygulanmasinin
daha basaril restorasyonlarla sonuglanabilecegi 6ngorilebilir.
Monomer salimi ile hiicre canhhgr arasinda sadece 48 saat sonrasinda
anlamli olmak Gzere bir etkilesim oldugu saptanmustir. Bu durum artan
monomer salimi ile daha yiiksek toksik etki gozlendigini ortaya
koymaktadir

Salmonella typhimurium Uzerinde toksik olmayan dozlarin mutajenik
etkilerinin degerlendirilmesi sonrasinda, test edilen materyallerin TA
98 ve TA 100 suslarinda hicbir doz icin mutajenik etki gostermedikleri
saptanmistir.  Bu durumun, memelilerdeki biyotransformasyon
olaylarinin deney ortaminda taklit edilmesi amaci ile ortama eklenen

metabolik aktivasyon sisteminin kullaniimamasi ile agiklanabilecegi ve
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S9 varliginda materyallerin mutajenik etkilerinin degerlendirildigi farkli
calismalara gereksinim oldugu sonucuna varilmistir.

5. Dort farkli restoratif sistemin ortodontik amagla cekimi planlanan
premolar dislerde  olusturulan orta derinlikteki kavitelere
uygulanmasinin ardindan, 2 farkli zamanda histopatolojik olarak
degerlendirilmesi sonucunda hicbir diste pulpal inflamasyon, tersiyer
dentin olusumu ve bakteri mevcudiyeti gézlenmemistir. Etch&rinse
adeziv sistem ve posterior hibrit kompozit restorasyonlar, Silorane
sistem ve Equia’nin uygulandigi bazi dislerde restorasyon alani ile
sinirl organizasyon bozuklugu izlenirken, bu durum yiiksek HEMA
saliminin goézlendigi Ketac N 100 Primer ile birlikte kullanilan Ketac N
100 Restoratif’in uygulandigl 3 diste daha yaygin olarak gozlenmistir.
Yiksek monomer saliminin gézlendigi ve hicre kiltiriinde toksik
etkiye sahip adeziv sistemlerin ise, daha iyi polimerizasyonun
saglanabilmesi ve monomer saliminin en az seviyede tutulabilmesi i¢in
klinik kullanimda daha az miktarlarda ve ince bir tabaka olarak
uygulanmasinin, daha dogru oldugu sonucuna varimistir. Bu
materyallerin dis ytizeyine uygulandiktan sonra hava ile yayillmalarinin
oksijen inhibisyon alani olusturarak polimerizasyonu giiglestirecegi ve
daha fazla monomer salimmin gerceklesecegi duisiincesi ile, pulpaya
olan toksik etkilerinin 6nlenmesinde; kalan dentin dokusu kalinhiginin
0,5 mm veya daha disik olmasi durumunda pulpa koruyucusu
uygulamasi gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir. Derin kavitelerde 6zellikle
adeziv polimerizasyonu sirasinda pulpada goézlenen sicaklk artisi da
pulpa koruyucusu kullaniminin 6nemini ortaya cikarmaktadir.

Bu ¢alismanin sinirlart dahilinde, ginimiz dis hekimliginde restorasyon
gereksinimi olan bireylerde basarili bir tedavi uygulayabilmek amaci ile kullanilan
adeziv  restoratif sistemlerin biyouyumluluk  6zellikleri  g6z6ninde
bulundurularak, asagidaki noktalara dikkat edilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir. Termal veya mekanik hasar olusturmayacak bir kavite preparasyonu
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sonrasinda; ekspoz olmus pulpa dokusu varliginda veya kalan dentin kalinliginin
0.5 mm ve daha az oldugu derin kavitelerde, dncelikle pulpal canliigin korunmasi
amaci ile pulpa koruyucusu uygulanmasi 6nerilmelidir. Bu uygulama adeziv
restoratif materyallerden gozlenebilen monomer, iyon ya da farkli toksik
bilesenlerin pulpa dokusu Uzerindeki etkilerinin 6niine gegebilmek icin dnem
tasimaktadir. Bu calismada orta derinlikte kavitelerde yeterli kalan dentin dokusu
varliginda adeziv restoratif sistemlerin direkt olarak uygulanabilecegi sonucuna
da ulasiimistir. Yiiksek monomer saliminin gozlendigi adeziv sistemlerin, mimkan
oldugunca az miktarda ve cevre dokulara ¢ok fazla yayilmadan uygulanmasi ile
birlikte, dUretici firmalarin onerileri dogrultusunda iyi polimerize edilmesi
gerekmektedir. Rezin esasli adeziv restoratif sistemlerin uygulanmasi sirasinda,
mikrosizintt ve dolayisi ile pulpal reaksiyona neden olabilecek bakteri
penetrasyonuna engel olabilmek, bunun yanisira monomer saliminin en disuk
seviyede gerceklesmesini saglayabilmek amaci ile tabakali uygulama prensibi ile
birlikte polimerizasyon, uygun bir 15k kaynag ile dikkatli bir bicimde
gerceklestiriimelidir. Restoratif materyal uygulandiktan sonra gerceklestirilen
polisaj islemlerinde ise yine pulpa ya da ¢evre dokularda gerceklestirilebilecek
hasarlardan kacinilmalidir. Cam iyonomer restorasyonlar ise materyalin yuksek
nem hassasiyetine karsi bitinligind koruyabilmesi icin bir ylizey ortiici ile

birlikte uygulanmalhdir.
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EK 2
HACETTEPE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI TIBBi, CERRAHI ve ILAC
ARASTIRMALARI ETIK KURULU KLiNiK TAKiP AMACLI BiR CALISMA iCIN
AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Hekimin A¢iklamasi

Restoratif dis hekimliginde amag, dogru tani ve eksiksiz bir tedavi
sonucunda dogal dis gortinimiiniin ve fonksiyonunun yeniden kazandiriimasidir.
Bu amagla estetik restoratif materyaller gelistirilmistir. Arastirmacilar restoratif
materyallerin fiziksel, mekanik, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin gelistiriimesi
icin calsirken bu restoratif materyallerin dis sert dokularina adezyonla
baglanmasina agirlik vermislerdir. Gliniimiizde dis renginde restorasyonlara olan
talep giderek artmaktadir. Bu talebin nedeni estetik gereksinimler, amalgamin
olasi toksik etkisi ve adeziv sistemlerin daha konservatif preparasyona izin
vererek dis dokusunun mimkin oldugunca korunmasina olanak vermesidir.
Arastirmacilarin materyal 6zelliklerini gelistirebilmek icin yaptiklari ¢alismalar
sonucunda; ¢ok sayida urtin, kullanima sunulmaktadir. Herhangi bir dental
materyalin gelistirilmesinde bu materyalin biyouyumlulugu estetik, dayaniklilik,
klinik uygulama gibi &zellikleri ile birlikte degerlendirilmelidir. Dental
materyallerin sitotoksisite ve biyouyumluluk dereceleri dis hekimlerinin en 6nemli
amaci olan pulpal canliigin devam ettirilmesi agisindan énemlidir. Bu nedenle dis
hekimliginde kullanilan materyallerin, dentin ve pulpa hiicrelerine olasi toksik
etkileri, restoratif —materyallerin  biyouyumluluk  ¢alismalarinin 6nemini
arttirmaktadir.

Bu in vivo c¢alismada; klinigimizde rutin olarak uygulanan ve dinya
genelinde taninan 6nde gelen dental firmalarin drinleri olan gilincel adeziv
restoratif materyallerin [Silorane (3M ESPE), XP Bond (Dentsply), Quixfill
(Dentsply), Fuji 9 Equia ( GC Dental), N-100 (3M ESPE) ] pulpa Uzerindeki etkileri
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ortodontik amacla ¢ekimi planlanan insan dislerinde histopatolojik olarak
incelenecektir (Dog. Dr. Alp Usubditiin).

Arastirmanin ismi “Glincel adeziv restoratif materyallerin dentin ve pulpa dokusu
tzerindeki etkilerinin in vivo kosullarda incelenmesi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katlmamakta serbestsiniz. Calismaya katiim goénallalik
esasina dayaldir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni agzinizda ortodontik amagla ¢ekimi
planlanan c¢lriksiiz premolar (kiictikazi) dislerinizin bulunmasidir. Hacettepe
Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi Ortodonti Anabilim Dal’nda yapilan klinik
muayeneler sonucunda yerdarligl nedeniyle ¢ekim endikasyonu konulmus olan
disinizin hemen degil, uygun dolgu materyali ile tedavi edilmesinden sonra
cekilmesi istenmektedir. Cekimine karar verilmis kiictik azi dislerinizde kaviteler
(dislerin 6n yizlerinde 2mm derinliginde, (servikookluzal olarak) 1.5 mm
yiksekliginde ve (meziodistal olarak) 3 mm genisliginde (dikdortgen seklinde)
acillan oyuk veya bosluk) hazirlanacaktir. Acilan bu bosluklara farkli dolgu
materyalleri uygulanacak ve 7 veya 30 giin sonra disinizin ¢ekimini takiben
histopatolojik olarak incelenecektir.

Eger arastirmaya katimayr kabul ederseniz arastirma gorevlisi Tugba
Alpaslan tarafindan dis dolgulariniz yapilacak ve kaydedilecektir. Yine izniniz
dogrultusunda c¢ekim endikasyonu olan disiniz Tugba Alpaslan gdézetiminde
cekilecek ve histolojik incelemelerin yapilabilmesi icin alinacaktir. Sonugclar
kimliginiz belirtiimeden dis hekimligi 6grencilerinin egitiminde veya bilimsel
nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaclarin disinda bu kayitlar kullaniimayacak
ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu calismayi gerceklestirebilmek icin dolgular yapildiktan 1 hafta veya 1 ay

sonra belirlenen siirelerde gelinmesi gerekmektedir. Bu ¢alismaya katiimaniz igin
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sizden herhangi bir licret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz icin size ek bir
0deme de yapilmayacaktir.

Kavitelerin olusturulmasi sirasinda olusabilecek riskler:

Dislerinizin preparasyonu sirasinda gecici hassasiyet olusabilir. Bu nedenle
isteginize bagh olarak ve gerekli durumlarda preparasyonlar lokal anestezi
altinda uygulanacaktir.

Dolgularin yapilmasi sirasinda olusabilecek riskler:

Bu islemler esnasinda olusabilecek herhangi bir risk bulunmamakla birlikte
dolgulariniz yapildiktan sonraki dénemde az da olsa dislerinizde gecici hassasiyet
olusabilir.

Bu durumla karsilastiginizda calismanin herhangi bir zamaninda size verilen
telefon numaralarindan bize ulagirsaniz yardim almaniz saglanacaktir.

Su anda sizin katihmimnizla yapilan calismadan elde edilen bilgiler, dis hekimligi
pratiginde kullanilan restoratif materyallerin pulpaya etkisi konusunda bizlere 151k
tutacak, hergiin piyasaya siriilen bircok materyalle karsi karsiya kalan hekimlerin
kullanacaklart glincel adeziv materyalleri secebilmeleri icin  bir kaynak
olusturulacaktir. Bu ¢alismaya katilmayr reddedebilirsiniz.  Bu arastirmaya
katilmak tamamen istege baglidir ve ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi

cekme hakkina da sahipsiniz.



269

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Sayin, Do¢. Dr. Arlin Kiremitci, Dt. Tugba Alpaslan tarafindan Hacettepe
Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi Dis Hastaliklari ve Tedavisi Anabilim Dali’'nda
bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya ‘“katiimc’” olarak davet
edildim.

Eger bu arastirmaya katiirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da bilydk 6zen ve sayg ile
yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli giiven verildi.

Projenin ydrutilmesi sirasinda herhangi bir sebep goéstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi 6nceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma disi tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk sorunumun ortaya ¢ikmasi
halinde, her tirli tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence
verildi. (Bu tibbi midahalelerle ilgili olarak da parasal bir yik altina
girmeyecegim).

Arastirma sirasinda dolgularimla ilgili bir problemle karsilastigimda; Dog. Dr. Arlin
Kiremitci’yi, Dt. Tugba Alpaslan’i, Hacettepe Universitesi Dis hekimligi Fakdiltesi
Dis Hastaliklari ve Tedavisi Anabilim Dali’nda bulabilecegimi ve 305 22 70, 305 23
36 numaral telefonlardan arayabilecegimi ve herhangi bir sikayetim oldugunda
24 saat 05056163689 numarali cep telefonundan Dt. Tugba Alpaslan’

arayabilecegimi biliyorum.
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Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir distinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katihma’”
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti blyik bir memnuniyet ve
goniillilik icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci
Adi, soyadr:
Adres:

Tel.

imza

Goriisme tanigi
Adi, soyad::
Adres:

Tel.

imza:

Katihmci ile gériisen hekim

Adi soyadi, unvant:
Adres:
Tel.

imza
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