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OZET

Tuncer, S. Farkhh Dentin Baglayici Sistemlerin Sitotoksik Etkileri. Istanbul Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dis Hastaliklar1 ve Tedavisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.
2010.

Sitotoksik olarak kabul edilen dentin baglayici sistemlerden salinan bilesenlerin gesitleri
ve miktarlar1 regine esasli restorasyonlarin biyolojik o6zelliklerini belirgin olarak
etkilemektedir. Calismamizda hipotez olarak klinikte uygulanan ¢esitli dentin bonding
ajanlarin iceriklerine baglh olarak farkli sitotoksik etki sergileyebileceklerini ileri
stirmekteyiz. Bu ¢alismada 5 farkli tipteki dentin baglayici sistemin (Scotchbond Multi
Purpose, XP Bond, Xeno V, Clearfil Protect Bond, AdheSE) 3T3 fare fibroblastlar1
Uzerindeki etkilerinin bariyer (insert) test metodu ve dentin bariyer testleri
ile incelenerek olasi in vivo sitotoksik potansiyellerinin saptanmasi amaglanmistir.
Bariyer test metodunda kullanilacak dentin baglayicilar 5 mm c¢apmda ve 2 mm
yiiksekliginde teflon kaliplar i¢inde halojen 151k kaynagi kullanilarak polimerize
edilmistir. Hazirlanan 6rnekler 24 kuyucuklu icerisinde hiicre kiltur insertleri bulunan
kiiltiir kaplarina uygulanmustir. Insan 3.molar biiyiik az1 dislerinden hazirlanan 500 pum
dentin diskleri bu calisma i¢in tasarlanmis paslanmaz celik dentin bariyer test
cihazlarina yerlestirilmis ve test materyalleri dentine uygulanarak 24 kuyucuklu kaplara
tasinmustir. Bu islemler sonrasi test materyalleri 24 ve 72 saatlik surelerde bekletilerek
degerlendirilmeleri yapilmistir. Her test materyali icin deneyler ¢ kez tekrar edilmistir.
Sitotoksik degerlendirme 4 farkli yonteme gore yapilmistir. Bu metotlar; toplam hiicre
sayisi, apoptotik hiicre orani (Anneksin-5/FITC/PI), hiicre proliferasyon orani (BrDU-
LI) ve SEM ile hiucre morfolojisi tespitidir. Calismamizda uygulanan dentin
baglayicilarin farkli degerlendirme yontemleri ile degisen diizeyde sitotoksik etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Dentin baglayici sistemlerin primer kisimlar1 polimerize edilerek
uygulanan bonding kisimlarindan genellikle daha fazla sitotoksik etki gdstermistir.
Dentin bariyer test metodunda ise etch&rinse baglayici sistemlerin self etch
sistemlerden daha fazla sitotoksik etki gosterdigi bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: Dentin baglayict sistemler, dentin, biyouyumluluk, sitotoksite,
hiicre kultard

Bu cahsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3230
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ABSTRACT

TUNCER S. Cytotoxic effects of different dentin adhesives. Istanbul University,
Institute of Health Science, Deparment of Operative Dentistry. Postgraduate Thesis.
Istanbul. 2010.

Dentin bonding agents individually are prone to be cytotoxic, and it has been
found that the type and quantity of leacheable components significiantly influence the
biological behaviour of the resin restorations. The hypothesis to be tested in this study
was that different dentin bonding agents used in clinical dentistry have cytototoxic
effects according to their ingredients. The purpose of this in vitro study was to evaluate
the cytotoxicity of five commercially available dentin bonding agents (Scotchbond
Multi Purpose, XP Bond, Xeno V, Clearfil Protect Bond, AdheSE) and to show their
possible in vivo cytotoxic effects on 3T3 mouse fibroblasts with barrier (insert) test
method and dentin barrier test. For the barrier test method, dentin bonding agents were
embedded in teflon moulds measuring 5mm diameter 2mm height and light cured with
quartz tugsten hologen light curing unit. Then polymerized dentin bonding discs were
carried to 24 well culture plate inserts. 500 um dentin discs, prepared from human third
molar teeth, were placed into the stainless steel test device which was fabricated for this
study. Then the test materials were applied on dentin discs and carried to 24 well culture
plates. After these procedures cytotoxicity of test materials were examined for 24 hour
and 3 days. After this procedure cytotoxicity of test materials were examined for 24
hour and 3 days. Tests were repeated three times for each test material. Four different
methods were used for the evaluation of cytotoxic effects including: total cell number,
for the cell proliferation rate histochemical assay for detection of BrdU incorporated
into cellular DNA, for apoptosis Anneksin-V-FITC/PI and SEM for the cell
morphology. The used dentin adhesives has been showed different cytotoxic effects
based on the evaluation method. As a conclusion it was found that primer parts of
adhesive systhems are more cytotoxic than the bonding parts and in dentin barrier test
etch&rinse adhesive systems are more cytotoxic than self etch adhesives used in this

study.

Key Words: Dentin adhesive system, dentin, biocompatibility, cytotoxicity, cell culture

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No0.3230



1. GIRIS VE AMAC

Dis hekimliginde restorasyon islemlerinde kullanilan materyallerdeki
gelismelerin esas amacit madde kaybma ugramis dis dokularini restore edebilecek en
ideal materyali elde etmektir. Bunun sonucunda farkli igerik ve Ozelliklere sahip ¢ok
cesitli materyaller tiretilmis ve klinik kullanima sunulmustur. Bu materyallerin ¢ogu
uygulandiklarinda yumusak doku ve sivilarla temas etmektedir. Boylece yeni bir
materyal seciminde, mekanik ve fiziksel 6zelliklerin yaninda biyolojik uyumlulukta g6z
oniine almmaktadir.

Dentin adeziv sistemler, kompozit regineler ile dentin arasindaki baglanmay1
arttirmak icin gelistirilen materyallerdir (1). Bu regine materyaller, kavite duvari ile
restoratif materyal arasindaki ylizeyi hermetik olarak kapatarak mikrosizintiy1, marjinal
renklesmeyi, sekonder ciiriikleri ve bunlarin sonucunda pulpa reaksiyonlarini onlerler.
Dentin adeziv sistemler ayrica dis ve restoratif materyaller iizerine gelen fonksiyonel
stresleri engeller ve zayiflamis dis dokularini gii¢lendirirler(2). Adeziv sistemler total-
etch ve self-etch olarak smiflandirilir. Total-etch sistemler ii¢ asamali ve iki asamali (tek
sise) olmak tizere iki alt gruba ayrilirlar (1).

Dentine asit uygulanmasindan sonra primer ve adeziv regine uygulanarak aside
direngli hibrit tabaka meydana getirilir ve ayn1 zamanda dentin kanallar1 igindeki recine
uzantilarinin polimerizasyonu saglanir (3). Primer ve bonding kisimlar1 ayri olarak
uygulanan dentin baglayicilardan ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan
dentin baglayicilardan saliman monomerler ve diger toksik bilesenler dentin kanallar1
aracilig1 ile pulpaya ulasarak pulpa tizerinde toksik etki gosterebilirler. Klinik durumun
taklit edilebilmesi i¢in membran filtreler, dentin talaglar1 veya dentin diskleri gibi hiicre
ile test materyali arasinda bariyer gorevi goren ara materyaller indirektt sitotoksite
testlerinde kullanilmaktadir. Bu bariyer gorevi goren materyallerden diffuse olabilen
test materyallerinden ¢6ziinen bilesenler, medyuma gecerek hicreler (Gzerinde
etkinliklerini gosterirler (4-6). Hiicre kiiltiir testlerinin duyarli olmasi nedeniyle bu
testler hayvan deneylerini desteklemesi agisindan ilgi ceken arastirma yontemleridir. /n
vitro bir test yontemi olan ve 0Ozellikle klinik durumu taklit etmesi igin gelistirilen
dentin bariyer testleri, restoratif materyallerin biyolojik olarak uyumlugunu dentin

kalmlig1 gibi gesitli faktdrlere bagl olarak inceleme olanagi sunar (6).



Dentin adeziv sistemlerin sitotoksitesi ile 1ilgili ¢ok g¢esitli arastirmalar
yapilmistir (7-48). Cesitli metotlar kullanilarak yapilan bu galismalar, materyallerin
gelistirilmesi  ve klinikte giivenli bir sekilde kullanilmasma o©nemli katkilar
saglamaktadir. Dis hekimligi kliniklerinde birgok dentin baglayici sistem
kullanilmaktadir. Bu dentin baglayici sistemler farkli bilesimlere sahiptir. Bu nedenle
bu adeziv sistemlerin neden oldugu sitotoksik etkilerde materyale bagl olarak farklilik
g0sterebilir (49).

Calismamizda 5 farkl tipteki adeziv sistemin (Scotchbond Multi Purpose, XP
Bond, Xeno V, Clearfil Protect Bond, AdheSE) klinik uygulama sekilleri birebir taklit
edilerek, hiicre kiiltiir insert ve dentin bariyer test yontemi kullanilarak gerek hiicre
canlilig1 gerek hiicre proliferasyonu ve morfolojisi tizerindeki sitotoksik etkilerinin 4
farkli metot ile incelenmesi amaglanmistir. Boylece elde edilecek sonuglarin bu konuda

yapilan ve yapilacak olan arastirmalara katkida bulunacag diisiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dis Dokulan

Makroskopik olarak dis kron ve kdk olmak iizere ikiye ayrilir. Viicutta en iyi
mineralize doku olan mine tamamen aseliiler bir yapidadir ve kron kismin1 6rter. Mine,
epitel hiicrelerinin salgilama ve rezorpsiyon aktivitelerini birlikte gerceklestirmesi
sonucu wretilir (50,51). Dentin dokusu odontoblaslarin ve odontoblast uzantilarinin
salgilama islevi sonucu tretilir. Dentin dokusu disin gévde kismini olusturur. Dentin
pulpay1 Orterek koruyucu gorevini yerine getirirken mine altinda uzanmasindan dolay1
da bu dokuya destek saglar. Dislerde kok yilizeyini kaplayan sement diger bir kalsifiye
dis dokusudur. Bu doku dentine benzer sekilde ektomezenkim kaynakli olup kemik ve
dentinden daha az mineral icermektedir. Pulpa dokusu ise ektomezenkim hiicreleri ya
da noral krest hiicreleri tarafindan iiretilen gevsek bir bag dokusudur. Pulpa odasi ve
kok kanallar1 ile c¢evrelenmistir. Pulpa genellikle dentinle birlikte distiniiliir.
Fonksiyonel anatomik gelisimsel iligkilerinden dolay1 pulpa dentin kompleksi olarak
ifade edilir (51).

2.1.1. Pulpa Dentin Kompleksi
Dental papilladan olusan dentin ve pulpa dokulart mezoderm kaynakli
Ozellesmis bag dokularidir (52). Dentin, pulpa dentin kompleksinin sert doku boélumun
olustururken pulpa, dentinin canliligin1 devam ettiren yumusak bag dokusu kismini
olusturur. (53,54) Dentin pulpa biitiinliigii, dentin yapimindan ve disin korunmasindan
sorumludur. Pulpa dentin kompleksinde en onemli hiicreler odontoblastlardir. Yapisal
olarak odontoblast uzantilar1 ve sinir uglar1 gibi pulpa elemanlar1 dentin i¢ine uzanir.
Dentinle pulpa arasindaki fonksiyonel birliktelige cesitli 6rnekler verilebilir. Bunlar:
1- Pulpa hem fizyolojik olarak hem de dis kaynakli uyarilara cevap olarak
dentin iiretme kapasitesiyle dentinin genislemesini saglar.
2- Pulpa sinirleri dentine tastyarak bu dokunun duyarliligini saglar.
3- Direkt bir uyar1 gelmedigi zaman bile pulpa bag dokusu dentin
yaralanmalarina cevap verebilme potansiyeline sahiptir.
4- Dentin pulpayr bir kapsiil gibi c¢evreleyerek onu dis etkilerden koruma

gOrevini yerine getirir (51,54).



2.1.2. Dentinin Dokusunun Ozellikleri

Dentin odontoblast hiicrelerinin salgiladigi kollajenden zengin organik matriksin
mineralizasyonu ile olusur. Disin hacimsel olarak en biiyiik boliimiinii olusturan dentin
dokusu odontoblast uzantilar1 ve sinir hiicreleri bulunmasi nedeniyle canli bir dokudur.
Geng bireylerde dentin agik sar1 renktedir. Mineralizasyonu mineden daha az
oldugundan daha opak gorinur (2,54).

Dentin dokusu; igeriginin agirlik olarak yaklasik %70°1 hidroksiapatit, %18’1
kollajen esasli organik madde ve %12’si de sudan olusmus heterojen bir yapidir.
Mineye oranla dentin dokusunun inorganik igerigi daha az ve hidroksiapatit
kristallerinin boyutlar1 daha kii¢iiktiir. Bu nedenlerle mineye gore dentin daha elastik bir
yapiya sahiptir (52). Dentinin organik yapist % 90 oraninda kollajenden olusurken bu
kollajen yapinin biiyiik kismi Tip I kollajendir. Fonksiyonlar1 tam olarak agiklanamayan
non-kollajen proteinler ve organik komponentler diisiik miktarda bulunmaktadir (2).

Gelisim donemindeki embriyolojik etkilesimlere bagli olarak ya da dis ¢cevreden
gelen uyarilara fizyolojik bir cevap sonucu gelisen dentin tipleri tanimlanmustir. Primer
dentin dis siirmesinden once ve dis siirmesi sirasinda olusur, disin biiyiikk bir kismin1
olusturarak ilk seklini meydana getirir. Primer dentinin minenin altindaki dis tabakasi
manto dentin olarak isimlendirilir. Manto dentin, altinda bulunan primer dentin
yapisindan farkhidir. Yeni farklilagsmis odontoblastlar tarafindan iiretilen 150um
genigligindeki bu dentin tabakasi fosforinlerden eksik bir ana madde ile kaba kollajen
fibrillerden olusur. Matriks, primer dentine gore biraz daha (%4) mineralizedir. Kok
olusumu tamamlandiktan sonra odontoblastlar ¢ok daha yavas bir hizda dentin
uretimine devam eder. Sekonder dentin olarak adlandirilan bu dentin tabakasmin
kanalcikli yapis1 primer dentine gére daha diizensizdir. Tersiyer dentin, ¢urik, restoratif
islemler, atrizyon veya travma gibi zararli dis uyaranlarin varliginda olusan dentindir.
TUm mine dentin sinir1 boyunca iretilen primer ve sekonder dentinden farkli olarak
tersiyer dentin sadece dis uyaranlarla etkilenen sekonder odontoblastlar tarafindan
iiretilir. Bu dentinin kalitesi ve miktar1 meydana gelen odontoblast cevabi ile paraleldir,
bu cevabi uyaranin yogunlugu ve siddeti belirler. Koruyucu bir reaksiyon olarak
iiretilen tersiyer dentin diizensiz ve az sayida dentin kanallarma sahiptir. Dentinin pulpa
tarafinda yer alan en i¢ tabakasi predentin tabakasi olarak isimlendirilir. Bu tabaka
mineralize olmamis dentin matriksinden meydan gelir ve bu matriks esas olarak

kollajen, glikoprotein ve proteoglikanlardan olusur. Predentin dentinogenezin aktif



oldugu yerlerde ¢ok kalindir ve bu tabakanin varligi dentin biitlinliliigliniin devami

acisindan onemlidir (53,54).

2.1.3. Dentinin Histolojisi

Dentin mikroskop altinda incelendigi zaman ¢esitli yapisal 6zellikler gosterir.
Bunlar dentin kanallari, peritiibiiler—intertiibiiler dentin, kalsifikasyonun yetersiz oldugu

alanlar (interglobuler dentin) ve gelisim ¢izgileridir (54).

2.1.3.1. Dentin Kanallan

Kanalli yap1 dentinin 6nemli bir 6zelligidir. Odontoblast hiicreleri mine sinirinda
merkeze dogru organik matriks sentezleyerek geri cekilirler ve mineralize olan matriks
icerisinde odontoblast hiicrelerinin protoplazmik uzantilar1 kalir. Bunun sonucunda
dentin kanalli bir yap1 kazanir. Dentin kanallar1 kuronda mineye kadar uzanirken, kokte
sement smirma gelmeden sonlanirlar. Kanallar, ince yan kanallar araciligi ile komsu
kanallarla anastomoz yaparlar. Dentin kanallarinin her birinin i¢ini bir odontoblast
uzantis1 doldurur. Kanallar odontoblast uzantilar1 yaninda dentin lenfi adi1 verilen siviy1
icerir. Dentin lenfi albumin, immunglobulin G (IgG), transferin, tenascin ve
proteoglikan gibi kompleks protein karigimlarini igerir (53-55). Dentin kanallarinda
ayrica sinir lifleri ve mineralize olmamis Kollajen lifler de bulunabilir (56)

Dentin kanallar1 konik bir goriiniime sahip olup mine dentin sinirinda 0,6-0,8um
dentinin orta bdlgesinde 1,2 pum ve pulpa yakininda ise 2,5um c¢apmna ulasir (54).
Kuronal dentinde, dentin kanallarinin sayist 8000 ile 58000 /mm? arasmnda
degismektedir. Kuronal dentinin degisik bdlgelerindeki mm bagina diisen kanal sayilar
Tablo 2.1 de gosterilmektedir (57). Pulpa yakininda dentin kanallarinin sayica fazlalik
gostermesi bu bdlgedeki dentin alaninin daha az olmasi ve odontoblastlarin kalabalik bir
sekilde bir arada bulunmalarindan kaynaklanmaktadir. Servikal dentin ile
karsilastirildiginda kék dentinindeki ortalama kanal yogunlugunda anlamli bir azalma

gozlenir (54).



Tablo 2.1: Kuronal dentinde mm? deki ortalama dentin kanal dagihmm (57).

Okluzal Tuberkdal Kuron Mine-sement
sInirl
Dis 8000 20000 10000 10000
Orta 32000 36000 32000 29000
Pulpa 58000 58000 48000 48000

2.1.3.2. Peritubuler (intratubular) Dentin

Dentin kanallarmi ¢evreleyen hipermineralize dentine peritiibller veya
intratubdler dentin denir. Peritubtler dentin intertibuler dentine gore kollajenden fakir,
mineralden zengin bir yapiya sahiptir. Mineral yapi, kalsiyumu eksik karbonat1 fazla
dolayisiyla kristalizasyon orani artmis hidroksiapatit kristallerinden olusur. Bu nedenle
intertibiler dentine gore 5 kat daha sert bir yapiya sahiptir (58). Dentin kanallarinin
yogunlugunun pulpaya dogru artmasindan dolay1 peritiibiiler dentinin kapladigi alan
predentin bolgesinde dentin alanimmin %60°n1 mine dentin sinirmda ise %3’ iini

olusturmaktadir (59).

2.1.3.3. Intertubiiler Dentin
Dentin kanallar1 arasinda kalan dentin intertiibiler dentin olarak isimlendirilir.

Odontoblastlarm ilk salgiladiklar1 dentindir ve fosfoprotein, proteoglikan, v-
karboksiglutamat i¢eren proteinler, glikoproteinler ve bazi plazma proteinler igerir (54).
Ayrica bu dentin boliimii minerallerin biriktigi sik1 orgii seklinde tip 1 kollajen agi
icerir. Bu fibriller gelisigiizel sekilde dentin kanallarina dik agiya yakin bir dogrultuda
dizilirler ve apatit kristalleri (ortalama 100nm uzunlugunda) genellikle uzun eksenleri
boyunca liflere paralel yerlesmislerdir. Intertiibliler dentin predentin bolgesinde dentin
alaninin %12’sini mine dentin sinirinda ise %96’sin1 kaplar. Peritiibiiler ve intertiibiiler
dentin dagilimi1 nedeniyle dentinde birim hacme diisen kollajen miktar1 mine dentin

siirindan pulpaya dogru azalmaktadir (60).

2.1.3.4. interglobiiler Dentin

Interglobller dentin mineralize olmamis veya hipomineralize dentin alanlaridr.
Mineralizasyon esnasinda kalsifiye olmus kiiresel alanlarin olgun dentin i¢inde tam

olarak birlesememesi sonucu meydana gelir. Primer dentinin manto dentine yakin



bolgelerinde gdzlemlenir. Dentin olusumu sirasinda vitamin D eksikligine bagl olarak
veya florur iyonunun fazla alimiyla dislerde bu alanlarin daha sik gorildiga
belirtilmistir (54).

2.1.4. Dentin Dokusunun Gegirgenligi

Bir maddenin gecirgenligi, i¢inden sivi, iyon, bakteri ve kiiglik partikiillerin
gegmesine izin verme kapasitesi olarak tanimlanir. Fizik terimi olarak gegirgenlik
standart kosullar altinda bir cisimden veya dokudan ge¢cme kolaylig1 veya difiizyon
orani olarak tanimlanir. Bu geg¢isi, cisim veya dokunun yiizey alani, yapisi ve kimyasi,
kalinlig1 ile islem sirasindaki basing gibi birgok faktor etkiler (61).

Dentin gecirgenligi de bir maddenin dentin igerisine veya dentinden pulpaya
gecmesi olarak tarif edilir (62). Cesitli tipte dentin gegirgenligi tanimlanmistir. Mine
dentin smirindan pulpaya uzanan i¢i sivi ile dolu olan dentin kanallar1 dentinin en
onemli karakteristik 6zelligidir. Hidrodinamik teoriye gore mine dokusu uzaklasip
dentin ag¢iga ciktiginda dis uyaranlar dentin kanali i¢indeki sivinin hareketine neden
olur. Bunun sonucunda pulpadaki sinirler uyarilir ve agri olusur (63). Dentin sivisindaki
bu hareketlilik transdentin gecirgenlik olarak tanimlanir. Dentin hassasiyetinin nedeni
olan transdentin ge¢irgenlik ayrica acik dentin yiizeyinin siirekli olarak nemli kalmasini
saglar (64). Baglayici re¢ine monomerlerinin dentin kanallar1 igine penetrasyonu
intratiibliler dentin gecirgenligi olarak adlandirilir. Intertibiiler dentin gecirgenligi ise
demineralize intertlibller dentine recine penetrasyonunu ifade eder.

Dentinin kanall1 yapisi, zararli maddelerin pulpaya gecisini kolaylastirirken,
aynt zamanda dentin hassasiyetinin olusmasinda ve polimerize olabilen regine
monomerlerin penetrasyonunda ¢cok dnemli role sahiptir (65).

Dentin gegirgenligi; kanallarin ¢ap1 ve uzunlugu, dentin sivisinin yogunlugu ve
icindeki bilesenlerin molekiil boyutu, basin¢ degisimi, diflizyon yiizey alani, kanallarin
genisligi ve pulpa dolasimi tarafindan uzaklastirilan maddenin miktar1 gibi degisik
faktorlere baglidir. Dentin kanallari, 1pum ¢apida ve 3 mm uzunlugunda dentin lenfi ile
dolu liimenlerdir. Uzun dentin kanallar1 pulpaya wulasan toksik maddelerin
konsantrasyonlarinin azalmasma neden olur. Kavite preparasyonu gibi dentin
kalinliginin azalmasina neden olan islemler, dentin geg¢irgenliginin artmasina yol agar
(66,67). Dentin gegirgenligi dentin kanallarinin fonksiyonel ¢apr ile iligkilidir. Dentinin

gecirgenlik derecesi ¢ap ile dogru orantili olarak artmaktadir. Bunun yaninda, dentin



gecirgenligi, mm? deki dentin kanal sayisina bagh olarak dentinin degisik bolgelerinde
farkhilik gostermektedir (Tablo 2.1) (65). Kuronalden pulpaya dogru mm’ deki dentin
kanal sayisi ve cap1 artmaktadir. Bu nedenle pulpa boynuzlarinin iizerindeki dentin
okluzal yiizeyin ortasindaki dentinden, proksimal dentin okluzal dentinden ve kuronal
dentin kok dentininden daha gegirgendir (68-70).

Ayn1 zamanda dentin kanallar1 ve dallanmalar1 sivilarm, iyonlarin ve
molekiillerin pulpaya ge¢is yollarmi olusturmakta bunun sonucunda dentinin
fizyolojisinin ve aktivitesinin stirekliligi saglanmaktadir. Dentin kanallar1 ¢aplarna,
bulunduklar1 bolgelere ve yonlerine gore farkli ¢esitlerde dallanmalar gosterir. Dentin
kanali ana dallanmalar1 kuronal ve kok dentini dis yiizeyinde 250um uzunlugundadir.
Delta seklinde olan bu dallanmalar 0,5—1um c¢apa sahiptirler. Daha ince dallanmalar ise
kok dentininde ve kanal sayisinin az oldugu bolgelerde goriiliir. 0,3um ile 0,7um arasi
degisen c¢aplara sahip bu dallanmalar dentin kanali ile 45° ag1 yaparlar. Mikro
dallanmalar dentinin herhangi bir yerinde bulunabilir ve yaklasitk 0,1pm capa
sahiptirler. Dentin kanali ile 90°” ag1 yaparlar (61).

Peritlibller dentindeki artma ve dolayisiyla dentin kanallarmin tikanmasi yasla
birlikte dentinde goriilen karakteristik bir 6zelliktir ve ¢iiriik, asinma gibi dis uyaranlarla
bu olay hizlanabilir. Dentin kanallarinda mineral tuzlarinin birikmesi sonucu dentin
hipermineralize olmaya baslar. Bu hipermineralizasyon odontoblastlarin kontroliinde
canli doku yanit1 olarak veya mineral tuzlarimin dentin kanallarma ¢dkmesi sonucu
fizikokimyasal tikanma seklinde meydana gelir. Mineral birikimi ile dentin kanallarmin
tikanmas1 ya da kapanmasi dentin gec¢irgenliginin azalmasi ile sonuglanacaktir.
Etkilenen dentinin pulpa tarafinda olusan tersiyer dentin atubular yapisi nedeniyle
dentin gecirgenligini azaltarak zararli uyaranlara karsi pulpanin korunmasini saglayan
diger bir mekanizmadir (61).

Dentin gecirgenliginde Onemli bir etken de smear tabakasidir. Kavite
preparasyonu sirasinda doner aletler ve el aletleri ile uzaklastirilan debrisin dentin
yiizeyinde birikmesi ile olusan tabaka smear tabakasi olarak adlandirilmaktadir. Bu
tabaka, kalinligi 0,5um.'den 15 pm.'ye kadar degisen hidroksiapatit kristalleri, denatire
kollajen artiklari, kan, mikroorganizmalar ve tlkuriikten olusan organik bir yapidir.
Smear tabakasi, preparasyon sirasinda agiga ¢ikmus dentin kanallarmi bir Ortli gibi
kapatmaktadir. Smear tabakasi, taramali elektron mikroskobunda (SEM) beyaz, oldukca

diiz, cok ince bir tabaka olarak gozikmektedir (71,72).



Kavite hazirlanmasindan sonra kesik dentin tiibiillerinin agizlarinda dentin
debrisinden olusan tikaglar gozlenmistir. Bu tikaglara smear tikact denmektedir. Smear
tikaclart dentin tiibiillerine degisen uzunluklarda girmektedir ve genellikle smear
tabakasinin kalinligindan daha uzundurlar. Smear tikacglari, dentin tiibiilleri i¢inde 40
um derinlige kadar uzanabilmektedir (73). Smear tabakasi, koruyucu bir diflizyon
bariyeri gibi davranarak, dentinin gegirgenligini %86 oraninda azaltir (1). Smear
tabakasinin dentin gecirgenligini azaltmak, dentin icerisindeki sivi hareketini 6nlemek
ve bakterilerin dentin kanallaria gecisini engellemek gibi islevleri vardir (74,75). Diger
taraftan bu tabakanin bakteri gelisimi ag¢isindan uygun bir ortam olusturdugu ve besiyeri
teskil ettigi ifade edilmektedir. Smear tabakasi dentin permeabilitesini azaltarak bir
diflizyon engeli rolii oynamasina ragmen, materyallerin dentine baglanmasini saglama

acisindan dentin kanallarini tikayan bu tabakanin kaldirilmasi 6nerilmektedir (65).

2.1.5. Pulpa

Pulpa; esas madde, hiicreler, lifler, kan damarlar1 ve sinir liflerinden olusan 6zellesmis
bir bag dokusudur. Pulpadan alinan histolojik kesitler incelendiginde pulpada distan ice
dogru odontoblast tabakasi, hiicreden fakir tabaka (Weil tabakasi), hiicreden zengin
tabaka izlenir. Odontoblast tabakasmi uzantilar1 dentin i¢inde bulunan odontoblast
hiicrelerinin govdeleri olusturur. Hiicreden fakir tabakada yaygin olarak kapiller kan
damarlar1 ve miyelinsiz sinir lifleri bulunur. Hiicreden zengin tabakada yogun olarak
farklilasmamis mezenkimal hiicreler ve fibroblastlar olmak {izere makrofajlar ve
lenfositler yer alir. Hiicreden zengin tabaka harabiyete ugramis odontoblast hiicrelerinin
yerlerine yenilerinin yapimindan sorumludur (76).

Pulpa esas maddesi, glikoprotein, protein ve mukopolisakkaridlerden olusur.
Esas madde tiim biyolojik faaliyetlerde araci rol iistlenir (77).

Pulpa dentin kompleksinin en onemli hiicrelerinden olan odontoblastlar, dis
gelisimi sirasinda primer dentin ve daha sonra ise sekonder ve tersiyer dentin
yapimindan sorumludurlar. Odontoblastlarin morfolojik yapis1 disin ¢esitli kisimlarinda
degisiklik gostermektedir. Kuronda uzun silindirik olan odontoblastlar, kdkiin ug
kisminda ise kisa ve kiibik bir form alirlar (78).

Dis pulpasinda sayica en ¢ok bulunan hiicreler fibroblastlardir. Fibroblastlar,
kollajen liflerin yapimindan sorumludur. Fibroblastlarin sayist ve aktivitesi pulpanin

yagini, vitalitesini ve dis etkilere dayanma giiciinii belirlemektedir. Yas, ciiriik, atrizyon,
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erozyon veya abrazyonla birlikte onarim aktivitesinin bir sonucu olarak fibroblastlarin
sayisinda ve boyutlarinda bir azalma, lif igeriginde ise artis olur (79).

Pulpadaki hiicreden zengin tabakanin ¢ogunu, farklilasmamis mezenkim
hiicreleri olugturmaktadir. Bu mezenkim hiicreleri yaralanma ve enflamatuar olay
sirasinda makrofaj veya osteoklast/odontoklast'lara ve odontoblastlarin harap oldugu
durumlarda tamir dentinini meydana getirecek odontoblast benzeri hicreler haline
dontislirler. Pulpada klinik 6neme sahip diger hiicrelerde makrofajlardir. Makrofajlar
normal pulpa dokusunda goriiliir ve bunlarin sayist pulpa yaralanmalar1 sonucu artar.
Diger yandan normal pulpa dokusunda seyrek olarak polimorf nuklear lokositlerde
bulunur. Mast hiicreleri normal pulpa dokusunda tipik olarak goriilen hiicreler degildir.
Ancak pulpa iltihab siiresince bunlar pulpada bolca izlenir (80).

Apikal foramen araciligiyla arterioller pulpaya girerler, venuller ve lenfatik
damarlar da pulpadan ayrilir. Damarlar ayn1 zamanda yan kanallar aracigiyla da pulpaya
girerler. Bu yan kanallar kokiin herhangi bir yerinde olabildigi gibi, genellikle apikal
bolgede daha yaygin goriiliirler. Kuron kismindaki pulpanin ihtiyacini karsilamak
amaciyla bliyiik arterioller kok boyunca uzanirlar. Bu arterioller daha sonra dallanirlar
ve kapillerler seklinde sonlanirlar. Bu kapillerler kuron kismindaki odontoblast
tabakasinda oldukg¢a fazla sayida bulunurlar. Bu kapillerlerin normal pulpada fonksiyon
gormemesi klinik agidan 6nemlidir. Pulpada kan akiminda bir artis oldugunda 6rnegin
lokal veya genel hiperemi meydana geldigi zaman yeni kapillerlerin gelisimine gerek
kalmadan bu kapillerler kanla dolar. Klinik olarak kapillerlerin en 6nemli yapisal
Ozelliklerinden biri endotel duvarinin bir biitiinlik gostermemesi Vve pencereler
icermesidir. Bunun sonucunda dokular arasi sivi ile kan damarlar1 arasi besinlerin ve
arttk maddelerin degisimi kolaylasir. Bu degisim ozellikle ciiriik, travma, operatif
prosedurleri iceren yaralanmalar sonucu etkilenen pulpada ¢ok 6nemlidir. Lenfatik
damarlar ise pulpanin disina likitleri tasir ve pulpadaki likit dengesinin siirekliliginde
onemli bir rol oynar. Myelinli ve myelinsiz sinirler apikal foremenden pulpaya girerek
pulpa boyunca uzanirlar. Bunlar esas olarak kan damarlarmi izlerler ve dallanirlar,
dentin kanallarinin periodontoblastik araliginda ve odontoblastik-subodontoblastik

bblgedeki terminal uglar bir sinir ag1 meydana getirir (81).
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2.2. Dental Adezyon

Adezyon farkli iki materyalin siki bir sekilde birbirine baglanmasi veya
yapismasi olarak ifade edilir. Adezyonu saglamak i¢in kullanilan materyale adeziv,
adeziv materyalin uygulandig1 ve bu madde araciligi ile baglanilan yiizeye aderent
denir. Ylzeylere adeziv uygulandigi zaman bu adeziv iki farkli materyali birbirinden
ayrilmayacak sekilde bir araya getirir ve bu iki materyal arasinda baglanma olusur (82).
Yiizey gerilim degeri, adezivin aderent ylizeyi islatabilmesi ve adeziv materyalin
aderent ylzey ile yaptig1 temas agist adeziv-aderent iligskisini etkileyen ti¢ Onemli
faktordiir. Basarili bir adezyonun gerceklesebilmesi i¢in adeziv sistemin ylizey gerilim
degeri, aderentin yiizey gerilim degerine esit veya ondan daha az olmalidir. Aderentin
1islanabilirligi iy1 olmali yani adeziv sistemin temas acist olabildigince kiiciik olmalidir
(83).

Restoratif materyallerin dis dokularina adezyonu ile ilgili birgok arastirma
yapilmistir. Black, 1917 yilinda koruma i¢in genisletme ve mekanik adezyonu arttirmak
icin saglam dis dokularmin kaldirilmas1 esasina dayanan mekanik tutuculuk
prensiplerini Oonermis, bunun sonucunda Black kavite prensiplerini tanimlamistir.
Buonocore’un 1955 yilinda mine yiizeyinde asitleme isleminin adezyonu arttirdigini
bulmasi tizerine Black kavite prensipleri yerini konservatif ve adeziv restorasyon
tekniklerine brrakmustir (1,84). Asitlenmis dentin ylizeyine zayif baglant1 saglanmasi ve
dentin tlbdlleri araciligi ile asitin pulpaya zarar verebilecegi diistiniildiigii igin uzun
yillar dentini asitleme islemi tercih edilmemistir. Fusayama; asitlenmis dentin yiizeyine
baglantinin daha iyi oldugunu ve adezyonun arttirilmasi i¢cin dokunun asitlenmesi
gerektigini belirtmistir (85). Nakabayashi de asitleme ile dentin yuzeyinde mineralize
dokunun uzaklastirilmasinin veya dentin kollajen matriksin agiga ¢ikarilmasmin dentin

adezyonunun arttirilmasinda daha giivenilir ve pratik bir yontem oldugunu bildirmistir

(3,86).

2.3. Adezyonun Temel Prensipleri
Recine esasli materyallerin dis dokusuna baglanmasinda 4 farkli mekanizmanin
rolii vardir:
1. Mekanik: Adeziv materyalin, aderent yiizeydeki girinti ve c¢ikintilara

mikromekanik olarak kilitlenmesi
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2. Adsorpsiyon: :Dis dokusu inorganik (hidroksiapatit) ve organik (genellikle tipl
kollajen) bilesiklerine kimyasal baglanma.

3. Difuzyon: Regine monomerlerin dis yilizeyine ¢okelen maddelere kimyasal veya
mekanik olarak baglanmasi

4. Bu ii¢ mekanizmanin kombinasyonu (1,87).

Dis sert dokulari ile restoratif materyaller arasindaki adezyonun temel prensibi,
digin inorganik kisimlarmin sentetik regine ile yer degistirmesidir (88). Bu slre¢ iKi
asamadan olusmaktadir. Birinci asama, kalsiyum-fosfatin uzaklastirilmasi sonucu mine
ve dentinde mikroporozite olusumu, ikinci asama ise re¢inenin olusan mikroporoziteler
arasina girip polimerize olmasi ve bunun sonucunda mikromekanik adezyonun
saglanmasidir.  Klinikte mikromekanik kilitlenmenin iyi bir baglanma olusturmasi
yaninda fonksiyonel monomerler ile dis dokularinin kimyasal bir etkilesime girmesi de

onem kazanmaktadir (89).

Adezyon saglamak i¢in uygulanan genel yontemler sunlardir:
1. Yiizeyin (aderentin) hazirlanmasi
2. Fonksiyonel molekiillerin (primerin) ylizeye uygulanmasi
3. Primerle reaksiyona giren baglayici re¢ine maddelerinin uygulanmasi

(82).

Restoratif islemler sirasinda mine ve dentin yiizeyindeki kavite hazirliklarinin
disinda asitleme islemi de dis ylizeyinin uygun hale getirilmesinde 6nemli bir asamadir.
Smear tabakasinin uzaklastirilmasi, kollajen yapinin agiga ¢ikarilmasi, dentin
gecirgenliginin artmasi ve apatit kristallerinin ¢éziinmesi ile mikropordz bir ylzey
olusur. Ayrica asit uygulama sonrasi aderentin yiizey enerjisi artar (90,91).

Mine dokusuna baglanma, polimerlerin asitlenmis yiizeye mikromekanik
tutunmas1 veya hidroksiapatite kimyasal baglanmasi ile gergeklesir. Mine dokusunun
demineralizasyonu i¢in agirlik olarak %35 konsantrasyona sahip genel olarak pH’si
1’den kiigiik fosforik asit kullanilmaktadir. Bu uygulama altin standart olarak kabul
edilmektedir. Demineralize mine dokusuna primer ve baglayici recgine Ortiicii

uygulamasi iyi bir mikromekanik baglanmayi saglar (1).
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Nakabayashi tarafindan tanimlanan hibridizasyon teorisi dentine baglanmanin
temelini olusturmaktadir (3). Asit ile ylzeysel dentinin demineralizasyonu sonucu
kollajen agin agiga ¢ikmasi fibrillerin i¢inde ve arasinda mikro bosluklarin olugsmasini
saglar. Diisiik vizkoziteli monomerlerin bu bdlgeye uygulanmasi sonucu regine ile
dentinden olusan bir diflizyon tabakasi olusur. Polimerizasyon sonucu karmasik fibril
ag1 icerisine reginenin girmesi sonucu olusan bu i¢ ice girmis dentin ve regine tabakasi
hibrit tabaka olarak isimlendirilir. Bu hibrit tabaka olusumu baglayici sistemlerin asil
baglanma mekanizmasini olusturur.

Primer, ¢ift fonksiyonlu bir molekildir. Bu molekilin bir ucunda hidrofobik
grup diger ucunda ise hidrofilik grup bulunur. Hidrofilik olan ucu (adeziv grup), mine
veya dentin ile reaksiyona girerken hidrofobik olan diger ucu (polimerize olabilen
grup), bonding ad1 verilen recine Ortiiciilere baglanir. Boylece primer, kollajen agmin
icine girerek yilizey gerilimini artirrken ayni zamanda dentinin 1slanabilirligini
arttrmaktadir. Primerin islevi, demineralize dentinin pordzitesini korumak ve nemli
kollajen agindaki su ile yer degistirmektir. (82,92). Primer igerisinde adeziv ve
polimerize olabilen gruplar1 spacer (aralay:cy) adi verilen molekiiller ayirir. Genellikle
alkali zincirden olusan spacer molekiiler amid, ester ve aromatik gibi diger gruplar1 da
icerirler. Polariteleri (iyonlasma dereceleri), monomerlerin suda veya diger solventlerde
cozinmesini etkiler. Bu molekiller belirgin bir fonksiyon gostermemesine ragmen
monomerlerin dzellikleri Gzerinde 6nemli bir etkiye sahiptirler (93).

Recine ortucdler, primer ve uygulanan kompozit recine ile birlikte polimerize
olurlar. Bu ortiiciiler ¢ok fazla c¢apraz bag olusturarak polimerize olma kapasitesine
sahiptirler ve polimerizasyon sonucu adeziv baglanmanin direncine 6nemli derecede
katki saglarlar. Bunlar tipik olarak komonomerlerin bilesiminden meydana gelirler ve
bu komonomerlerin her biri adeziv baglanmanin olugmasina katki saglayan spesifik
ozellikler tasirlar (82).

2.3.1. Dentin Baglayici Sistemler (Adeziv Sistemler-Bonding Ajanlar)

Adeziv sistemlerin kullanilmasi ile dis dokular1 ve restoratif materyal arasinda
gerceklesen mikromekanik retansiyon sonucu agizdaki sivilarin, bakteri ve bakteri
tirlinlerinin dentin kanallar1 araciligi ile pulpaya gecisi Onlenerek hassasiyet, kenar
renklenmesi, sekonder c¢irik gibi klinik problemler en aza indirilebilmektedir (94).

Adeziv restorasyonlar ayn1 zamanda zayiflamis dis dokularin1 fonksiyonel kuvvetlere
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kars1 korumaktadirlar. Ayrica dis renginde adeziv restorasyonlar ile basarili estetik
sonuglar almmaktadir (1).

Adeziv restorasyonlarda klinik basar1 kullanilan baglayici sistem ve teknikle
bagintilidir. Baglayict sistemler regine monomer soliisyonlarindan olusan, restoratif
materyal ile dis dokusunu monomer polimerizasyonu ile birbirine baglayan
materyallerdir. Adeziv baglanti iki ylizey arasinda olusurken dis hekimliginde adezyon
mine-dentin-baglayict sistem-kompozit, porselen, amalgam vb. gibi daha kompleks

yapilar arasinda gergeklesir (95).

2.3.2. Baglayic Sistemlerin Siniflandirilmasi
Baglayici sistemleri siniflandirmak amaciyla pek ¢ok sistem kullanilmigtir. En

genel siniflama bu sistemlerin gelisim sirasina gore yapilan siniflamadir.

2.3.2.1. Baglayia Sistemlerin Gelisimine Gore Yapilan Siniflandirma

Dis yiizeyinde retansiyon saglamak icin bir recine tabaka kullanma fikri ilk
olarak Oskar Hagger tarafindan 1949 yilinda ortaya atilmistir. Bu amacgla Hagger
gliserofosforik asit dimetakrilat ve metakrilik asitten olusan, polimerizasyonu siilfinik
asit baslaticilar1 (inisiatorleri) ile saglanan Sevriton Cavity Seal adli tirtinii gelistirmistir.
Sevriton dis ylizeyine kimyasal olarak baglanan ilk ftriindiir (96). Buonocore;
hidroklorik asit ile dis yiizeylerinin asitlenmesi sonucu gliserofosforik asit
dimetakrilatin mine ylizeyine daha iyi baglandigin1 ayrica gliserofosforik asit
dimetakrilati dentin dokusuna uygulandiginda ise adezyonda belirgin olmayan artislar
gosterdigini saptamustir (97). Ornekler suya daldirildiginda bu ilk adezyon metodu ile
elde edilen baglanma direncinin olduk¢a azaldig1r bulunmustur. Bu problemi ¢6zmek
amaciyla Bowen, N-fenilglisin glisidilmetakrilati ( NPG-GMA) tanitmustir. Birinci
nesil dentin baglayicilarin esasmi olusturan bu riinler mekanik retansiyon
olusturulmadan restore edilen servikal erozyon restorasyonlarinda kullanildigi zaman
yeterli olmayan klinik sonuglar gostermislerdir.1-3 MPa baglanma direncine sahip bu
birinci nesil dentin baglayicilar yiiksek polimerizasyon biiziilmeleri ve agiz ortaminda
cozlinmeleri sebebiyle basarisiz olmuglardir (83,98).

Ikinci nesil dentin baglayict sistemler 1970 lerin sonunda gelistirildi. Bu
materyallerin birgogu bisfenol A-glisidil metakrilat (Bis-GMA) veya hidroksietil
metakrilat (HEMA) gibi doldurucusuz re¢ine halofosfor esterlerinden olusmaktaydi. Bu

baglayict sistemlerin tutunma mekanizmasi halofosfor gruplar ile dis sert dokularinin
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kalsiyum iyonlar1 arasinda iyonik baglanma ile gerceklesmekteydi (98). ikinci nesil
dentin baglayicilar1 baglanma direnci fazla artis gostermemis ve nadiren 5-6 Mpa’y1
ge¢mistir (1). Birinci nesil dentin baglayicilar ile kiyaslandiginda bu sistemler daha
gelismis olmasina ragmen klinik olarak basar1 gosterememislerdir (98). Bu
basarisizligin asil nedeni ikinci nesil baglayicilarin esas olarak dentinden daha ¢ok
smear tabakasia baglanmasi ve bundan dolay1 agiz ortaminda hidrolitik stabilitelerinin
yeterli olmamasi olarak acgiklanmistir (1). Dolayisiyla 1-10 MPa’lik baglanma
dayanimlar1 smear tabakasinin kohesiv tutunma giiciliyle simirl kalmistir.

1979 da Fusayama ve ark. dentini asitlemenin pulpaya bir zarari olmadigini
belirtmesi, Nakabayashi ve ark. ise dis dokularina adezyonun monomer infiltrasyonu ile
olustugunu bulmalar1 sonucunda iigiincii nesil dentin baglayici sistemlerin gelistirilmesi
sonucunu dogurmustur (3,85). Bu sistemlerde smear tabakasi modifiye edilerek veya
tamamen kaldirilarak dentine regine penetrasyonu saglanmustir (99). Ureticiler smear
tabakasmi1 modifiye etmek veya kaldirmak i¢in zayif asit soliisyonlar1 kullanmiglardir.
Asit uygulanmasi ve yikanmasi sonrasi primer olarak genellikle 4-Metakriloksietil
trimellitat anhidrit (4-META) ve bifenil dimetakrilat (BPDM) iceren solisyonlar
kullanilmistir ve bu islemden sonra da baglayici olarak genellikle BissGMA HEMA
iceren regine solusyonlar uygulanmaktadir. Uglincii nesil baglayici sistemler ile dentine
baglanma kuvvetinde artiglar saglanmig ve 10-14 MPa arasinda baglanma kuvvetleri
elde edilmistir (83,98).

1990’larin  baslarindan ortalarma dogru adeziv dis hekimliginde Onemli
ilerlemeler ¢ok asamali dentin baglayicilarin gelistirilmesiyle yapilmustir. 4. Nesil dentin
baglayicilarin klinikte etkinliginin ve baglayici kapasitesinin artisinda, dentine ylizey
hazirlayici ajanlarla iglem yapilmasi ve primerlerin hidrofilik ve heterojen bir dentin
yapist olusturarak daha kolay bir baglanma ger¢eklestirmesi esastir. Bu ¢ok basamakli
dentin baglayici sistemde son asama doldurucu igermeyen ya da kismen doldurucu
iceren diisiik vizkoziteli bir baglayic1 re¢ine uygulamasini igerir. Bu recine dentin
ylzeyine uygulanan primer ile birlikte kopolimerize olur ve ayni zamanda Uzerine
uygulanacak kompozit regine ile kopolimerize olmasi i¢in uygun baglanma ortamini
olusturur.

Uc asamali (asitleme, primer uygulama ve baglayici ajan uygulama) sistem olan
4. nesil baglayicilarda primerler genellikle ¢ift fonksiyonlu (hidrofilik ve hidrofobik) bir
grup iceren HEMA, BPDM ve 4-META gibi monomerlerden olusur. Baglayici ajan ise
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sadece hidrofobik olan bis-GMA gibi monomerlerden meydana gelen doldurucusuz
veya yarl dolduruculu, disik vizkoziteli recinelerdir (1,99). 4. nesil baglayict
sistemlerin baglanma dayanimlari ortalama 17-26 MPa arasindadir (100).

Uygulama asamalarini kolaylastrmak ve hizlandirmak amaciyla 5. nesil
baglayici sistemler gelistirilmistir. 3. ve 4. nesilde li¢ asamada uygulanan dentin
baglayici sistemler 5. nesil dentin baglayicilarda 2 asamali olarak uygulanmaktadir. Bu
sistemlerde primer ve baglayici ajan tek sisede birlestirilmistir. Bunun sonucunda ilk
asamada asit uygulamasi yapilmakta, daha sonra primer ve baglayici ajan bir arada ve
tek asamada uygulanmaktadir (101). Bu sistemler ayn1 zamanda tek sise (one bottle)

baglayici sistemler olarak da pazarlanmaktadir.

Besinci nesil dentin bonding sistemler aseton, etanol, etanol/su bazli ¢oziictler
icerisinde 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ya da dipentaeritritol penta akrilat
monofosfat (PENTA), bisfenol glisidil dimetakrilat (Bis-GMA), gliserofosforik asit
dimetakrilat (GPDM), bifenil dimetakrilat (BPDM) gibi monomerleri icerirler (102).

5. nesilin tanitilmasiyla es zamanli olarak asidik primer olarak isimlendirilen,
asit ve primerin birlikte ve tek asamada, baglayici reginenin ise ikinci asamada
uygulanmasini igeren yeni baglayici sistemler tanitilmistir. Bu sistemler 6.nesil dentin
baglayicilar olarak isimlendirilmis ve genellikle Japon firmalar1 tarafindan piyasaya

stirtilmiis baglayici reginelerdir ve asit jel icermezler (98).

7. nesil dentin baglayicilar glinimiizde en son gelistirilen baglayici sistemlerdir.
4. nesil baglayici sistemlerde lic asamali uygulama ile meydana getirilen hibrit tabakasi
7. nesil ile baglayicilarda tek asamada olusturulmaktadir. 7.nesil baglayicilar; asit,
primer ve adeziv regineyi tek bir sise icinde ve bir arada igerirler. Tek asamali bonding
sistemler (all in one) olarak da isimlendirilen bu baglayicilar dis hekimlerine kolay
uygulama olanag: saglarlar. Ancak kullanimi karmasik yapilari nedeni ile monomer
¢ozlici ayrigmalarina neden olurlar ve meydana getirdikleri adeziv tabakalarda
kopmalar sergileyebilirler. Bu nedenlerden dolay1r yedinci nesil dentin bonding
sistemlerin dordiincii ve besinci nesil daha diisiik baglanma dayanimina sahip olduklari

ileri stiriilmiistiir (103).
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2.3.2.2. Dentin Baglayic1 Sistemlerde Modern Siniflandirma
Geligim sirasma gore yapilan siniflamanin bilimsel agidan eksik olmasi, smear
tabakasina gore yapilan smiflamanin da islem basamaklari hakkinda tam bilgi
vermemesi nedeniyle Van Meerbeek ve ark. 2001 yilinda yeni bir smiflama
yapmiglardir  (104). Bu smiflandrmada dentin baglayici ajanlarm  uygulama
basamaklarmin sayist yani sira mine ve dentine baglanma stratejileri de esas alinmistir.

Bu smiflamaya gore baglayici sistemler ti¢ gruba ayrilmistir (Sekil 2.1):

1- Asit uygulama ve yikama agamalari ile uygulanan dentin baglayici sistemler

(etch&rinse sistemler)

N
1

Self etch baglayict sistemler

w
1

Cam iyonomer baglayici sistemler

PAA

conditioner

Self-etch
primer

Adhesive Adhesive
resin : resin

Etch & rinse baglayici sistemler Self etch baglayicisistemler Cam iyonomer
baglayici sistemler

Sekil 2.1:Modern dentin baglayici sistemlerin simflandirilmasi (104).
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2.3.2.3. Etch & Rinse Baglayic1 Sistemler

Bu sistemler, mine ve dentin yuzeyini %30 — 40 konsantrasyonunda fosforik asit
ile asitleme ve yikama islemlerini gerektirir. Asitleme islemi sonrasi smear tabakasi
tamamen uzaklagir ve ylzeysel hidroksiapatit kristalleri demineralize olur. Geleneksel
etch & rinse sistemlerde asitleme igslemini takiben primer ve ardindan baglayici regine
uygulamasi yapilmaktadir (89). Asamalarini azaltmak ve basitlestirmek i¢in iki agsamali
etch & rinse baglayic1 sistemler gelistirilmistir. Bu sistemlerde primer ve adeziv
uygulamas1 tek asamada yapilmakta olup, one bottle baglayicilar olarak da
isimlendirilmektedir (Sekil 2.1) hem iki hem {i¢ asamali baglayicilar benzer adezyon
mekanizmalar1 ile dis dokularina tutunurlar. Asit uygulama asamasinda fosforik asit
smear tabakasini kaldirir, ayn1 zamanda dentini de 3-5uM derinliginde kollajen fibril
agint agiga cikarir. Aciga cikmis bu kollajen fibriller mikro tutucu bir ag yapisi
olusturur, re¢inenin bu aga diflize olmasi ile bir mikromekanik baglanma meydana gelir
(105). Asit uygulamasmdan sonra adezyonu arttiran monomerler bir ya da iki asamada
uygulanarak aciga ¢ikmis kollajen aga penetre olurlar. Ug¢ asamali etch & rinse
baglayicilarda primer uygulamasi, aciga c¢ikmis kollajenin yeterli bir sekilde
1slatilmasini ve kalan suyun uzaklastirilmasini saglayarak baglayici regine infiltrasyonu
icin dentin yuzeyini uygun hale getirir. Primer solisyon organik ¢6zicl iginde
¢oziinmiis hidrofilik 6zellige sahip spesifik monomerlerin bir karisimidir. HEMA bu
primer solisyonlara en fazla katilan 6nemli bir polimerdir. HEMA’nin hidrofilik dogas1
ve diisilk molekiiler agirligi nedeniyle kollajen aginin genislemesini ve re¢inenin bu aga
penetrasyonunu  arttirarak  baglayicinin - baglanma  direncini  gelistirebilecegi
belirtilmektedir (52).

Bu sistemlerin baglayici regine kismi ise ¢oziicii icermeyen dolduruculu ya da
doldurucusuz esas olarak hidrofobik monomer iceren bir soltisyondur. Bu baglayicinin
asil fonksiyonu kollajen fibriller arasinda kalan araliklari doldurmaktir. Bu
monomerlerin polimerizasyonu sonucu hibrit tabaka ve recine uzantilar1t meydana gelir
ve bunun sonucunda mikromekanik baglanma gerceklesir (52).

Iki asamali etch & rinse sistemlerde primer ve baglayici bilesenler tek bir
soliisyonda birlestirilmistir ve yukarda belirtilen fonksiyonlar1 bu sollisyon yerine
getirir. Bu sistemler ayn1 zamanda one bottle baglayici sistemler olarak da isimlendirilir.

Uc agamali etch & rinse sistemlerde geleneksel mine dentin primerlerinde

organik bir ¢ozlcl icerisinde polimerize olabilen monomerler bulunmaktadir (106).
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Primer icerisindeki hidrofilik grup dentin ile hidrofobik grup ise recine baglayici ile
temastadir.  Demineralize dentinin yiiksek su orani nedeniyle ilave hidrofilik
komonomerler ¢o6ziicii igerisine eklenmistir (107). Fotoiniatorler, stabilizatorler ve
doldurucular primer igerisindeki diger bilesiklerdir (82).

Ug asamali sistemlerde primer aseton, etanol, su gibi ¢oziiciilerden birini ya da
birkagimni1 igerir. Asetonun avantaji yliksek buharlasma basinct ve suyla yer
degistirmesidir (108). Solvent su ile ne kadar iyi yer degistirirse demineralize dentin
icerisindeki monomer difiizyonu o derece iyi gergeklesir (109). Bununla beraber,
yiiksek uguculugu aseton iceren adezivlerin hizla buharlasmasina yol acarak raf dmriinii
azaltir (110). Etanol ve su polar ¢oziiciilerdir ve asitleme sonrasi yikama-kurulama
islemi sirasinda kollaps olan kollajen yapinin genislemesine olanak saglar (111).

Ug asamali sistemlerde baglayici regine kismi capraz bagl metakrilatlardan
olugsmaktadir. Bunlar bisfenol A glisidil dimetakrilat (Bis-GMA), trietilen
glikoldimetakrilat (TEGDMA) ve iiretan dimetakrilattir (UDMA) (112).

2.3.2.4. Self Etch Baglayic1 Sistemler

Bu dentin baglayici sistemler ayr1 bir asitleme ve yikama safhasi gerektirmezler.
Boylece uygulama siiresi kisalmis, teknik hassasiyetleri ve uygulama siiresince hata
yapma orani  azalmustir. Self-etch baglayici sistemler, smear tabakasini asidik
monomerler ile ¢cozerek ya da modifiye ederek etki gosterirler (89). Self etch baglayict
sistemlerin yapisinda bulunan asidik monomerler mine ve dentini piiriizlendirirken ayni1
zamanda primer islevi gorerek re¢ine infiltrasyonunu saglarlar. Bunun sonucunda
¢oOziilmiis smear tabakasi ve demineralizasyon iiriinleri etch & rinse sistemlerdeki gibi
yikanarak uzaklastirilmazlar, bu {iriinler adeziv regine ile birlesmis bir sekilde
bulunurlar (113). Boylece smear tabakast monomer infiltrasyonu ile modifiye edilerek

hibrit tabakaya katilmasi saglanir ve baglanma ara yiizeyinin bir pargasi haline gelir.

Self etch baglayict sistemler iki sekilde smiflandirilabilirler. Uygulama sekline
gore iki asamal1 ve tek asamali self etch baglayici sistemler olarak isimlendirilirler. Iki
asamal1 sistemlerde asidik monomer igeren primer uygulamasinin ardindan hidrofobik
baglayici regine uygulanirken, tek asamali sistemlerde asit monomer ve baglayici regine

tek bir sisede toplanmisg, bdylece uygulama tek asamaya indirilmistir (114).

Self-etch baglayici sistemlerin iceriklerinde self etch adeziv monomerler, capraz

baglt monomerler ve monofonksiyonel komonomer bulunmaktadir. Self etch adeziv
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monomerler karboksilik, fosforik veya dihidrojenfosfat asit grubu igerirler. Bu gruplar
sayesinde self etch baglayici sistemler dis sert dokularinda piiriizlendirmeyi saglarlar.
Ayrica icerdigi monomerlerle dis sert dokularinin inorganik kismiyla selasyon yaparak
kimyasal baglanma gerceklestirirler. Iyonik baglanma ic¢in suya ihtiyac vardir ve
dolaysiyla self etch baglayici sistemler genellikle su bazlidir. Aseton ve etanol gibi

yardimci solventler de bu sistemler i¢erisine dahil edilebilir (115).

Self etch baglayici sistemler pH degerlerine ve asitleme potansiyellerine gore
kuvvetli (pH<1), orta (pH~=1,5) ve zayif (pH>2) olarak da smniflandirilirlar. Zayif self
etch baglayici sistemler dentini yiizeysel bir sekilde demineralize ederken kollajen lifler
etrafinda hidroksiapatit kristalleri tamamen ¢6ziinmemis bir halde bulunur. Bu sayede
iyonik bir baglanma da saglanabilir. Ayrica smear tikaglar1 dentin kanallarmdan
tamamen uzaklastirilmaz. Zayif self etch baglayici sistemlerle yiizeysel bir hibrit
tabaka olusumu saglanir. Zayif self etch baglayici sistemlerde regine uzantilarinin
istenilen derinlikte olmamas1 ve ince bir hibrit tabaka olugmasi nedeni ile mikromekanik
retansiyonun yetersiz oldugu diisiiniilmektedir. Fakat self etch sistemlerin baglanma
direnci degerleri lizerinde hibrit tabaka kalinliginin ve regine uzantilarinin olugmasinin
cok etkili olmadig1 belirtilmektedir. Bu sistemlerin baglanma direnci degerlerinde
monomer ile hidroksiapatit arasi kimyasal etkilesimin de etkin bir rol aldigi ileri
strulmektedir. Kuvvetli self etch baglayict sistemler dentin yiizeyinde etch & rinse
sistemlerin gosterdigi etkiye benzer etki gosterirler. Recine uzantilarinin olugmasiyla
beraber hidroksiapatitlerin uzaklastirilmasi ve kalin bir hibrit tabaka olusumu gézlenir.
Orta kuvvetli self etch baglayici sistemler zayif ve kuvvetli self etch baglayicilar
arasinda olan ozellikler gosterirler. Hibrit tabaka kalnlig1 kuvvetli olanlara gére daha
azdwr, fakat zayif olanlara gére mine ve dentin dokusu ile daha iyi mikromekanik

baglanma meydana getirir (105,116).

2.3.2.5. Cam Iyonomer Baglayici Sistemler
Cam iyonomer baglayici sistemler, mine ve dentin dokusunda herhangi bir
ylizey hazirligi yapmadan bu dokulara baglanabilen tek materyaldir. Bununla birlikte
zay1f polialkenoik asit ile yiizeye islem yapilmasi baglanma direncini anlamli derecede
arttirdig1 bildirilmistir. Bu cam iyonomer baglanma bir ya da iki agamali uygulama ile
elde edilebilir. Kisa stireli polialkenoik asit uygulamas yiizey temizler smear tabakasini

kaldirir ve Kollajen fibrilleri 0,5-1pm derinlige kadar agiga ¢ikarir. Daha sonra cam
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iyonomer bilesenler bu bolgeye diflize olur ve mikromekanik bir baglanma olusur.
Ayrica polialkenoik asitin karboksil gruplari ile hidroksiapatitin kalsiyum iyonlar
arasinda bir kimyasal baglanma meydana gelir, boylece kollajen fibrillerine bagl bir
halde bulunur. Regine esasl self etch sistemlerle cam iyonomerler arasindaki temel fark
cam iyonomerlerin daha yiliksek molekiiler agirhiga sahip polikarboksil esash
polimerleri iceren self etch sistemler olmasidir. Bu o6zellik cam iyonomerlerin
infiltrasyon yeteneklerini sinirlar ve yalnizca ¢ok ince bir hibrit tabaka meydana gelir

(117).

Dentin baglayict sistemler bir ¢gok materyalin birlesimiyle olusmuslardir. Yeni
kimyasallarm kullanimi, dentinin asitlenmesi, polimerizasyon icin kullanilan
yontemlerdeki degisiklikler ve dis-restorasyon arasinda tam ortiiciilik saglanmasinin
gerekliligi yeni materyaller ve tekniklerin biyolojik giivenirliligi ile ilgili sorulari

artirmistir.

2.4. Materyallerin Biyolojik Ozellikleri

Dental materyallerin dokularda lokal ve sistemik olarak meydana getirdigi
toksisite ve duyarlilik (sensitivite) materyallerin biyolojik dzelliklerini olusturur. Birgok
dental materyal ¢esitli dokular ile (mine, dentin/pulpa, periodonsiyum, yanak, dil) lokal
olarak kars1 karsiya gelir ve bu yiizden olusan lokal reaksiyonlar farkli olabilir. Hiicreler
iizerindeki lokal toksik etkileri, klinik pulpa ¢alismalar1 ya da doku kiiltiir testleri ile
degerlendirmek miimkiindiir. Materyaller, c¢esitli toksik bilesenleri serbestleyebilir.
Toksisiteyi belirleyen iki 6nemli klinik faktor vardir; potansiyel toksik maddenin
konsantrasyonu ve toksik maddenin etkisine maruz kalma suresidir.

Biyomateryallerin etkilesimleri nedeni ile olusan sistemik etkileri izlemek oldukga
zordur. Biyouyumluluk ile ilgili verilerin ¢ogu uzun siireli kullanim ve indirekt
gbézlemler sonucu elde edilmistir. Biyouyumluluk, yeni ya da alternatif restoratif

materyallerin potansiyel risklerininin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

2.4.1. Biyouyumluluk

Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin; tipine, uygulandigi bolgeye ve
fonksiyonuna bagldir (4). Biyouyumluluk bir materyalin canli dokular ile temas halinde
iken sistemik ve lokal toksisite, alerjik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gibi doku
reaksiyonlar1 olusturmamasidir (5). Biyouyumlu bir materyal tamamen inert (etkisiz)

olmayabilir. Bu nedenle uygun doku reaksiyonunun belirlenmesi gerekir. Meydana
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gelebilecek doku reaksiyonlari genellikle ¢esitli uzmanlar tarafindan spesifik kurallara
gore degerlendirilir. Boylece bu materyalleri kullanacak olan klinisyenler agisindan
piyasaya siriilen materyallerin biyolojik uyumluluklarinin karsilagtirilmasi bakimmdan
bu degerlendirmeler yol gosterici olur. Bir materyalin biyolojik uyumlulugu bu
maddeden ¢Oziinme ya da asinma sonucu acgiga cikan bilesenlerle belirlenir. Bu
bilesenler hiicrelere zarar verebilir ya da belirli proteinlerin (interlokin—1 interlokin—6
gibi inflamasyon Oncesi mediatOrler) hicrede sentezlenmesini uyarabilir ve iltihapsal
reaksiyon olusmasimma neden olabilirler. Benzer sekilde proteinlerin yiizeyde birikmesi
ya da absorbe edilmesi veya materyalle ekstraseliiler matriksin etkilesimi bir materyalin
biyolojik davraniglarmi belirlemede c¢ok oOnemli bir rol oynar (6rnegin materyal
ylizeyinde hiicre / bakteri baglanmasi). Diger taraftan materyallerin biyolojik
davranislarmi1 etkileyen faktorlerden proteinlerin adezyonu (tiikriik proteinleri
tarafindan pelikilin olusturulmasi), materyalin fiziksel (islatabilirlik, yizey enerjisi) ve

kimyasal 6zelliklerinden etkilenir (6).

2.4.2. Toksisite

Toksisite bir materyalin kimyasal olarak biyolojik sisteme zarar vermesi
seklinde tanimlanmaktadir. Biyolojik sistemde meydana gelen zararlar lokal ve sistemik
olarak iki sekilde olusmaktadir. Lokal toksisitede reaksiyonlar materyalin uygulandigi
alanda olusurken sistemik toksisitede reaksiyonlar uygulanan alandan farkli bolgelerde

meydana gelmektedir (118).

Dis hekimliginde kullanilan materyallerden agiz ortamina salinan maddeler,
tukdruk veya solunum yolu ile viicuda girip kan dolasimu ile ¢esitli organlara ulasarak
sistemik toksisiteye neden olabilirler. Bu nedenle materyalden etkilenen bdlge
materyalin uygulandigi bolgeden farklilik gdsterir. Maddelerin yiiksek konsantrasyona
ulagsmast organ fonksiyonlarini etkileyebilir. 24 saatlik siire sonunda akut sistemik
toksisite gorilirken, 3 aya kadar subakut ve daha uzun sirelerde kronik sistemik

toksisite gorilebilir. Kronik toksisite hakkinda ¢ok az literatlir bulunmaktadir (118).

Sistemik toksisitenin belirlenmesinde genellikle deney hayvanlar1 kullanilir.
Test maddeleri degisik sekillerde uygulanir. Eski uygulamalarda rutin olarak kullanilan
akut LDsp testi yerine giiniimiizde deney hayvanlarmin 6lmedigi limit testleri (belirli

doz uygulamasi, 6rnegin 2000 mg/kg viicut agirligi) gibi testler uygulanmaktadir (6).
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Dis hekimliginde kullanilan materyallerden salinan maddeler, uygulandiklari
bolgeye komsu dokularda (agiz mukozasi, dis eti, pulpa, alveol kemigi) lokal toksisite

reaksiyonuna neden olabilirler.

Lokal toksisite, lokal doku uyumlulugundan farklidir. Lokal toksisite biyolojik
molekiillerle toksik maddelerin kimyasal etkilesimi sonucu olusurken lokal doku
uyumu, materyal toksisitesi disinda, restorasyon siirlari i¢inde bakterilerin bulunmasi

veya otopolimerizan re¢inelerin neden oldugu 1s1 gibi nedenlerle olusur.

Dis hekimliginde kullanilan materyaller dort tip alerjik reaksiyondan tip 1 (ani
reaksiyon) ve tip 4 (gecikmis reaksiyon) reaksiyonlarina neden olabilir. Alerjik

reaksiyona neden olan doz toksik dozdan ¢ok daha kiiguktr.

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etkileri de degerlendirilir. Materyallerden salinan maddeler DNA’da baz1 degisiklere
neden olabilir. Hiicreler tarafindan onarilan bu genotoksik hasarlarin bir sonraki hiicre
nesline aktarilmasini 6nlemek i¢in programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) gergeklesir.
Genotoksik hasarin bir sonraki hiicre nesline ge¢mesine mutajenisite denir. Bu tiir
hiicrelerden salman maddeler malign tiimér olusumuna neden olduklar1 igin
karsinojenik etkiye sahiptir. Embriyonik gelisim sirasinda olusan malformasyonlar

materyaller nedeni ile olusmus ise bu etkiye teratojenisite denir (118).

2.4.3. Dental Materyallerde Biyouyumluluk Degerlendirmeleri

Gegmiste materyallerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde insanlar iizerinde
yapilan testler kullanilmistir. Ancak giiniimiizde yeni bir materyalin insanlarda
uygulanmadan Once genis kapsamli testler ile biyouyumlulugunun degerlendirilmesi
gerekmektedir. Yeni bir materyalin biyolojik olarak kabul edilebilirligini saptamak i¢in
gliniimiizde ¢esitli testler kullanilmaktadir (119). Tek bir test metodu, materyale bagl
olarak gelisen ¢esitli reaksiyonlar igerisinden yalniz bir tip reaksiyonun saptanmasi i¢in
uygulanir. Pulpa dentin testinde bir materyalin pulpa dokusuna uyumlulugu
incelenirken bu test ile materyalin alerjik reaksiyonu degerlendirilemez (6). Diger
taraftan test metotlarmin her biri meydana gelen reaksiyonlarm tek bir agidan
degerlendirilmesini saglar. Ornegin hiicre kiiltiir testlerinde materyalin etkisi izole
edilen hucrelerde saptanmaktadir. Ancak bu testten elde edilen sonuglar hastalarda
olusacak reaksiyonlar ile ilgili yeterli bilgi verememektedir. Benzer sekilde metal bir

alasim hiicre kiiltiir testlerinde reaksiyon olusturmayabilir ancak agiz igerisindeki pH’n
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diismesi sonucu materyal dokularda reaksiyona neden olabilir. Hucre kultlr testleri ile
sadece hastada olusabilecek, Ornegin diseti enflamasyonu gibi istenmeyen bir
reaksiyonun mekanizmast hakkinda fikir edinilebilir. Materyallerin  biyolojik
oOzelliklerinin test edilmesine genellikle hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 basit in vitro test
yontemleri ile baglanir. Degerlendirmelere daha pahali ve uzun zaman gerektiren
hayvan testleri ile devam edilir. Bu testlerden istenilen sonuglar elde edildiginde
kullanim testleri ( in vivo degerlendirme) gibi daha kapsamli ¢alismalar yapilmaldir.

(6). Uygulanan testlerin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.2’ de gosterilmektedir.

Tablo 2.2: Biyouyumluluk test yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari (119).

Test Avantaj Dezavantaj
In vitro testler Hizli uygulama In vivo ortamla iliskisi
Ucuz tartismalidir

Standardize edilebilir

Deney ortaminin kontrolii kolaydir

Genis bir skalada degerlendirme yapilir

Hayvan testleri Karmagik sistemik etkilesimler tespit Kullanilan materyalle

edilebilir iligkisi tartismalidir

In vitro testlere gore daha genis kapsamli  Pahal

ve daha gercekeidir Etik a¢idan tartismalidir
Kontroli zor
Sonuglarin

degerlendirilmesi zordur

Cok pahalidir
Kullanim testleri Kullanilan materyalin dokularla iliskisi Daha fazla zaman
belirlenir Etik acidan daha fazla
tartigmalidir

Kontroll zor olabilir
Sonuglarin

degerlendirilmesi zordur
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2.4.4. In Vitro Test Yontemleri

Biyolojik uyumlulugun degerlendirilmesi i¢in uygulanan in vitro testler bir test
tupii icinde, hiicre kiiltliriiniin bulundugu bir kap icinde ya da canli organizmanin
disinda yapilir. Bu testler materyalin bir bileseninin bir hiicre, enzim ya da diger izole
edilmis biyolojik sistemlerle temas ettirilerek uygulanmasmi gerektirir. Bu test metodu,
arada herhangi bir bariyer olmaksizin materyalin hiicre ile temas ettirilerek direkt
uygulanabildigi gibi materyal ile hiicre arasinda kiigiik bir bariyer yerlestirilerek
indirekt bir sekilde de uygulanabilir. Bu tiir in vitro testlerde materyallere temas ettirilen
hiicrelerin sayica canlilik orani, biiyiime orani, metabolik fonksiyonlar1 ya da diger

hiicresel fonksiyonlari dlgiilerek materyalin etkisi saptanir (120).

In vitro testlerin diger biyouyumluluk testlerine gore ¢esitli avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Avantajlari; hizli bir sekilde uygulanmasi, hayvan ve insan
deneylerine gore daha ucuz olmalari, standardize edilebilmeleri olarak siralanabilir.
Diger yandan bu testlerin dezavantaji a1z ortami gibi karmasik biyolojik ortamlarmn ve
dokular iizerinde materyallerin meydana getirecegi etkinin bu testler ile saptanan

sonuglarla tamamen uyusmamasi olarak agiklanabilir (119).
In vitro sitotoksite testlerinde kullanilan biyolojik sistemler:
e Organ kulturleri
e Hicre klttrleri
e Hiuicre organelleri olabilir.

Dental materyallerin in vitro olarak sitotoksitesini belirlemede en yaygin
kullanilan biyolojik sistemler hiicre kiiltiirleridir, yalniz ¢ok az test 6rnegin dis germi

gibi organ kiiltiirleri iizerinde uygulanmustir (121).

2.4.5. Hicre Kulturd

Hicre kultlri yonteminin temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarmn in
vitro kosullarda yasama ve iremelerini saglamaktir. Tiip, sise gibi laboratuvar
gereclerinde uygun besleyici sivilarm iginde {iretilerek kullanilan canli dokulardir. Bu
amagla ¢esitli canlilarin (insan, maymun, fare, tavsan gibi) cesitli dokular1 (bobrek,
akciger, tiimor, amniyon zarlar1)) once pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar. Bu
hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, amino asitler, vitaminler, dana veya at serumu

iceren besleyici sivilarda siispanse ederek steril tiip veya siselere koyulur. Bu hiicre
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siispansiyonu 36 °C’de bekletildiginde hiicreler kabim ¢eperine yapisarak iirerler. Ureme
sonucunda olusan yapiya hiicre klttru denir (122).

Hiicre kiiltiirleri; hiicre yapisinin, fizyolojik 6zelliklerinin, hiicrelerdeki patolojik
degisikliklerin, c¢ogalma ve tamir mekanizmalarmin  degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda hicre Kkaltiri molekdler biyoloji, viroloji ve
toksikolojide farkli maddelerin etkilerinin belirlenmesinde de kullanilr. Ilaglarin
hiicreler iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde, kanser ve norolojik hastaliklarin
mekanizmalarinin aydimnlatilmasinda ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde hiicre
kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir. Ayni1 zamanda materyallerin mutajen etkilerinin
incelenmesi, materyallerin neden olabilecegi yapisal ve kromozomal bozukluklarin
degerlendirilmesinde de hiicre kiiltiirii kullanilan yontemlerden birisidir (123).

Hiicre Kkiiltiirlerinin kullanilmasinin bazi avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
Avantajlar1 (122);

e Fizikokimyasal ortamm (pH, 1s1, osmotik basing, O, ve kismi CO;
basinci) ve fizyolojik sartlarin (medyum igerisindeki bilesiklerin) kontrol
altinda tutulmasi

e Bir veya iki pasajdan sonra Kkiiltiir edilmis hiicrelerde homojenlik
saglanmasi.

e Sitotoksik reaksiyonu saptayan kimyasallarin az miktarda kullanilmasini
ve hucreler ile direkt temas ederek uygulanmasina olanak saglar,

e Diisiik maliyetli olmasi,

e Tekrarlanabilir olmasi,

e Sitotoksiteyi etkileyen c¢esitli etkenlerin degerlendirmesine olanak
saglamasi, deneylerin tekrarlarinin daha ucuz ve legal olmasi ile hayvan
deneylerinde oldugu gibi etik kurul kararmin gerekmemesi,

e in vivo kosullar1 in vitro taklit edilmesine olanak saglamasi (perfiizyon
cihazlari).

Dezavantajlari;

e In vivo kosullarda uygulanan materyallerin hiicreler farkli hiicrelerle
etkilesim i¢inde olmasma karsin in vitro kosullarda tek tip hiicre
kullanilarak test yapilmasi,

e Steril kosullarn  saglanma zorlugu, bakteriyel ve kimyasal

kontaminasyondan korunmak i¢in dikkatli ¢aligma gerektirmesi,
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e (Cok sayida hiicre iiretmenin zaman almasi,
e Kiiltiirlerin hazirlanmasi ve mikroskobik incelemenin uzmanlik

gerektirmektedir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda iki tip hiicre kullanilir. Bunlar primer hiicreler ve
devamli hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan ayrilan hiicrelerin
24 saatten daha uzun siire kiiltiir edilmesiyle elde edilir. Dis eti ve pulpa fibroblastlari,
primer kultir hicrelerine ornektir. Primer hiicre kultirinin elde edilmesinde birgok
hayvan tiiriiniin herhangi bir dokusu kullanilabilir. Primer hiicre kiiltiirleri dogru bir
sekilde elde edilirse biyopsi alinan doku hiicrelerinin benzer 6zelliklerini tagirlar. Ancak
bu hicrelerin ¢ogaltilmasinda bazi problemler ortaya ¢ikabilir. Gelisimin farkl
evrelerindeki embriyolardan veya farkli yastaki insanlardan alinan doku 6rneklerinden
elde edilen primer hiicre kiiltiirlerinde 6nemli fizyolojik farkliliklar gdzlemlenir. Bunun
yani sira hiicrelerin doku veya organdan ayrilma teknigi de kiiltiir 6zelliklerini etkiler
(6,123).

Devamli hiicre hatlar1 siiresiz ¢ogalabilme 6zelligine sahip transformasyona
ugramig primer hiicrelerdir. Devamli hiicreler meydana gelen transformasyondan dolay1
in vivo Ozelliklerinin tiimiinii koruyamazlar. Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla
cogaltilabilir. Fare fibroblastlar1 ( L-929, 3T3) veya insan epitelyal hiicreleri (HeLa)
caligmalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlaridir (6,119).

Materyallerin sitotoksitesinin Ol¢iilmesinde primer hiicre kiiltiirleri devaml
hiicre hatlarma goére daha uygundur. Ancak primer hiicreler tek bir bireyden elde
edilmesi, smirli genetik degiskenliklere sahip olmasi, viral veya bakteriyel ajanlari
barindirmasindan dolayr Ozelliklerinin degisebilmesi ve bazen kiiltlir igerisine
yerlestirildiklerinde hizli bir sekilde in vivo fonksiyonlarini kaybetmeleri gibi ¢esitli
kullanim kisitlamalar1 vardir. Bu nedenlerden dolay1 genetik ve metabolik stabilitesi
daha iyi olan devamli hiicrelerin kullanilmasi in vitro degerlendirme metotlarinimn

standardize edilmesinde énemlidir (119).
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2.4.6. Sitotoksite

Uygulanan materyalin hiicrenin yasamina olan etkisi biyouyumlulugu belirleyici
etkendir.  Sitotoksite  molekiiler olaylar sonucu g¢esitli makromolekiilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve

yapisinda belirgin hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir (124).

Sitotoksite testlerinde hiicre kiiltiirleri  kullanilarak olas1 toksikolojik
reaksiyonlar in-vitro olarak degerlendirilmektedir. Sitotoksite testleri (125):

e Hiicre canlilig1 ve 6liimii

e Hiicre membrani

e Hiuicre organelleri

e Protein veya DNA sentezi

e Hiicre boliinmesi ile ilgili detayl bilgiler verir.

Sitotoksite testlerinde hiicre Oliimleri saptanir. Genel olarak iki ¢esit hiicre
olimii gergeklesir. Bu hiicre oliimleri apoptoz ve nekrozdur. Yogun bir sitotoksik
uyaran oldugu zaman hiicre, yasam dongiisiinden uzaklasir ve apoptoz olarak
isimlendirilen programlanmis hiicre 6liimleri gerceklesir. Bu hiicre 6liimii programls,
RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada i¢ dizenin
bozulmadig1 bir olaydir. Apoptozun erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden
ayrilarak ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliirler ve
birka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’linii kaybederler. Bu goériinim muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina
baghdir. Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 1s1k
mikroskobunda incelendiginde hiicreler etrafinda agik bir hale ile goriilmektedir (126).

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre,
sitoplazma ile g¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
pargalanir. Hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (126).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanmnir ve fagosite
edilir. Apoptotik hiicrelerin tanimasi plazma membranindaki degisikliklerle olur.
Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid

transferaz enzimi ile membranin dig yapragina goc¢ eder. Fagositik hiicrelerin
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vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu
uyarir (126,127).

Toksik bir etkene maruz kalan hicrelerin 6liimii genellikle nekroz seklinde
gerceklesir. Nekroz sonucu hiicrelerde organeller ¢alismaz hale gelir ve lizozomlardan
otolitik enzimler salgilanir (127). Patolojik hiicre 6liimii olan nekrozda ATP miktari
azalir, hiicre homeostazi hizla bozulur ve enflamasyon yanit gelisir (128).

Cesitli dis etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre olimiinde, enerji depolarinda
ani azalma ile birlikte hiicre zarmin gegirgenligi bozulur. Sodyum ile suyun hiicre
icerisine girmesi ile hiicre siser. Hiicre ile birlikte mitokondrilerde de sisme gézlenirken
diger organeller ise plazma i¢inde dagmnik bir hale gelir. Sisme sonucunda hiicre zar1
patlar ve bitinligiinii kaybeder, proteolitik enzimler igeren plazma hiicreler arasi
bosluga sizar, doku ¢evresinde enflamasyon ile birlikte doku biitiinliigii bozulur (128).

Sitotoksite in vitro biyouyumluluk testlerinde en yaygin kullanilan test
yontemidir. In vitro sitotoksite testlerinin avantajlari sunlardir (121,129,130):

e Test edilecek malzemenin, diger metabolik olaylardan bagimsiz olarak, hiicre
metabolizmasidaki spesifik bir fonksiyon iizerindeki etkisi
degerlendirilebilmektedir.

e Ayni anda ¢ok sayida 6rnek, kisa zamanda test edilebilmektedir ve diger testlere
oranla daha ekonomiktir.

e Deneyler sonucunda kantitatif sonuclara ulasilmaktadir.

e Materyallerin toksisitesi kullanim testlerine oranla daha hassas sekilde
degerlendirilebilmektedir.

e Deneyler sirasinda test kosullar1 standardize edilebilmektedir.

In vitro sitotoksite testlerinin dezavantajlar ise sunlardir (121,129):
e Her testicin bir tir hiicre kullanilmasi gerekmektedir.
e Kiiltiir hiicreleri konak hiicrelerinden farklilik gostermektedir.
e in vivo kosullarda meydana gelebilen enflamatuar reaksiyonlar ve diger doku
savunma reaksiyonlariin kiiltiir ortaminda olugsmamasi1 6nemli bir eksikliktir.
Test edilecek materyalin fiziksel 0Ozelligi ve hiicreler ile temas yontemi
onemlidir. Hiicre ile materyalin temasi direkt, indirekt veya ekstrakt yolu ile
gerceklesebilir. Kullanilacak hiicre tipinin se¢imi de dnem tasimaktadir. Uluslararasi

Standardizasyon Birligi’nin (1SO) (131) agikladig: sitotoksite test standartlarinda, 1.929,
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Balb/3T3 ve WI38 gibi hiicre serilerinin kullanilmas: dnerilmektedir. Bu hiicrelerin
ureme karakterleri ve homojen morfolojileri nedeni ile in vitro sitotoksitenin tespit
edilmesinde kolaylik sagladigi agiklanmaktadir (121,130).

Testlerin belirli standartlara uygun olarak yapilabilmesi i¢in ISO, bazi kriterler
belirlemistir. ISO 7405 (132), Dis hekimliginde kullanilan medikal materyallerin klinik
oncesi biyouyumluluk degerlendirmesi i¢in 6nerilen test protokollerinden bir tanesidir.
Bu protokolde ise agar difiizyon ve filtre diflizyon metotlar1 detayli olarak anlatilmaktir.
ISO 10993, medikal iiriinlerin biyolojik olarak degerlendirilmesi i¢in farkli metotlarin
onerildigi diger bir test protokolidir. 1ISO 10993-5 in vitro sitotoksite testleri icin
onerilen genel bir test protokoludir. In vitro sitotoksite degerlendirmelerinde dnerilen
test metotlar1 sunlardir (124,131):

1) a-Direkt hiicre kulttrd
i.  Direkt temas testi
ii.  Ekstrakt testi
b- Bariyer test metodu
2) Agar diflizyon testi
3) Filtre difizyon testi
4) Dentin bariyer testi

2.4.6.1. a- Direkt hucre kaltiru
Direkt temas testinde dental materyal veya bilesenlerinin dogrudan kiiltiir
icerisindeki hiicrelerin {izerine kisa siirelerde(> 24 saat) uygulanmasidir. Direkt temas
yoluyla yapilan testte materyal hiicreler ile veya kiiltiir medyumu ile fiziksel bir temas
halindedir. Suda ¢6zlnebilen materyaller medyum icerisinde ¢oziinebilirler ve boylece
¢ok iyi bir materyal hiicre temasi saglanir. Suda ¢dziinmeyen materyallerde ise birkag

yolla hiicreler ile direkt temas saglanabilir (133). Bu temas:
1. Test 6rneginin hiicrelere miimkiin oldugunca yakin yerlestirilmesi ile,
2. Test 6rneginin kullanilan hiicrelerin tam lizerine uygulanmasi ile,

3. Test Orneginin hiicre kiiltiir kabmm tabanma yerlestirilmesi ve hiicre

slispansiyonunun drnek {lizerine uygulanmasi ile,

4. Hucrelerin direkt olarak drnekler iizerine yerlestirilerek kiiltiir edilmesi metotlar1

ile saglanir.



31

Ekstrakt yolu ile temas testinde bir siv1 ¢0ziicii i¢erisinde materyalden ¢dziinen
bilesenlerin hiicreler ile temas ettirilerek sitotoksitesi incelenmektedir. Ekstraktsiyon
stvisi olarak adlandirilan bu sivi ¢oziiciiler serum igeren medyum, serum igermeyen
medyum, fizyolojik tuz solusyonu veya diger uygun c¢oziiciilerden biri olabilir
(124,131).

Ekstraksiyon ortami, materyalin toksikolojik riskinin dogru belirlenebilmesi
icin materyalin klinik kullanim ortamini taklit etmesi ve bu ortamin materyalin kimyasal
yapisinda 6nemli degisiklikler yapmamasi gerekmektedir. Ekstrakt i¢ginde maddelerin
konsantrasyonu ve hiicrelere temas edecek materyalden salinacak bilesenlerin orani
ekstrakti alinan materyalin; ylizey alanina, ektraksiyon sivisinin hacmine, materyalin
pH’smna, kimyasal ¢oziilebilirligine, diflizyon oranina, osmolaritesine, 1sitya, zamana ve
diger faktorlere bagldir. Onerilen ekstraksiyon ortamlar1 (124,131):

a) 24 saatten az olmamak Uzere 37+2 °C
b) 72+2 saat 50+2 °C

C) 24+2 saat 702 °C

d) 1+0.2 saat 12142 °C

b- Bariyer test metodu

Ag1z ortaminda dentin, kaviteye uygulanan materyal ile pulpa arasinda bariyer
gorevini ustlendigi igin direkt materyal-hiicre temasi testleri klinik durumu taklit
etmemektedirler. Bu nedenle bariyer test metodunda dentini taklit eden ve dentin gibi
test materyali bilesenlerinin diflizyonuna izin veren c¢esitli maddeler bariyer olarak

kullanilirlar (124).

Calismamizda kullandigimiz son yillarda gelistirilen ve ticari olarak pazarlanan
hiicre kiiltiir insert sistemleri bariyer olarak kullanilmaktadir. Bu sistemde materyal
insert i¢ine yerlestirilerek asili bir sekilde medyum iginde tutulur. Bariyer gorevi goren
ve insertin alt kisminda bulunan poréz bir membran materyalden ¢6ziinen bilesenlerin
gecisine olanak saglayarak medyum tabaninda bulunan hiicrelerle temas etmesini saglar

(134).

2.4.6.2. Agar Diflizyon Testi
Agar diflizyon testi, toksisite deneylerinde en uzun siiredir kullanilan bariyer test
yontemidir. Bu yontem ile hiicrelerin Uzerini 6rten agardan diflize olan test materyalleri

bilesenlerinin toksisitesi incelenir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucu notral kirmizi
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boyanin, hiicre membranindaki gecirgenligine bagli olarak, lizozomlarda birikme
miktarina gore hiicre aktivitesini degerlendiren bir test metodudur. Hiicrelerdeki
dekolorizasyon ve liziz degerlendirilerek materyallere karsi gelisen yanitlar incelenir.
Basit ve ucuz bir yontem olmasina ragmen agarda ¢éziinemeyen veya diflize olamayan

test materyali veya bilesenleri hiicreler iizerinde her hangi bir etki gosteremezler (124).

2.4.6.3. Milipor Filtre Diflzyon Testi
Milipor filtre metodunda filtre olarak seliiloz asetat kullanilir. Filtrenin bir
tarafina primer hiicreler yerlestirilirken filtrenin diger tarafina test materyali yerlestirilir.
Hiicrelerde meydana gelen hasarlar dekolorizasyon alaninin 6lgiilmesi ile veya boyanma
yogunlugunun incelenmesi ile tespit edilir. Test materyallerin, hicre (zerinde
sitotoksik etki gostermesi i¢in test materyalinden salinan bilesenlerin 0.45 pum filtreden

difuze olmalar1 gerekmektedir (119,124).

2.4.6.4. Dentin Bariyer Testi

Sitotoksite testlerinde bariyer olarak farkli materyaller kullanilmistir. Dentin
bariyer testlerinin gelistirilmesi sitotoksite testlerini tamamlayan bir metottur.
Outhwaite ve ark. 1974 yilinda gelistirdikleri boliimlii oda (split chamber) aleti ile
dentinin gecirgenlik 6zelligini incelemisler ve materyallerin biyolojik uyumluluklarinin
degerlendirilmesinde dentinin gegirgenlik Ozelliginden yararlanilmasi fikrini ortaya
atmuslardir (135).

Outhwaite ve ark. (135) yaptiklar1 galismada 1629 yas arasi hastalarin
stirmemis 3.biiylik az1 diglerinin kuronal orta boliimiinden elde ettikleri 1,0-1,6 mm
kalmliginda dentin disklerini split chamber cihazinda kullanmislardir. Dentin diskini iki
plastik halka arasina sikistirmis ve bu halkalarida birbiri i¢ine gegen iki parcanin orta

kismma yerlestirmislerdir. Sivi basincinin uygulanabilmesi i¢in test cihazinin orta

kisimda agiklik birakmiglardir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Split chamber cihazi (135)

a) ust rezervuar (odanin tst kismi) b) plastik halka c) dentinin yerlestigi kisim
d) odanin alt kismi

Tyas 1977 yilinda yaptig1 calismada dentin bariyer varliginda, materyallerin
biyolojik etkilerini kendi gelistirdikleri yeni bir cihaz ile incelemislerdir (Sekil 2.3).
Uciincii biiyiik az1 dislerinden elde edilen 150 = 10pum kalinhigindaki dentin diskleri bu
calismada kullanilmis ve Pyrex silindir ile kavite sekli olusturulmustur. Dentin diski bu
silindirin alt kismina sabitlenmis ve petri kabinin igine yerlestirilmistir. Daha sonra bu
test diizenegi ile dentine uygulanan test materyalinin toksik etkisi kabm tabaninda

bulunan hiicreler iizerinde incelenmistir (136).

Sekil 2.3:Tyas’in tasarladigi bariyer test cihazi (136).

Hume ise 1985 yilinda yeni bir dentin bariyer test cihazi tasarlamigtir (137) .Kok
kisimlar1 uzaklastirilmis molar dislere birinci smif kavite hazirlanmis daha sonra bu dis
steril plastik tasiyictya mum ile sabitlenmistir. Kavite hazirlig1 sirasinda kalan dentin

kalinhigmin (1,62 mm) kontrol edilememesi ve bu kalinligin bazen fazla olmasi
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dolayistyla difiize olan materyalin konsantrasyonunun belirlenememesi bu cihazin
dezavantajlar1 olarak agiklanmistir (130).

Test cihazlarinin farkli materyallerden yapilmasi ve farkli boyutlarda olmasi
ayrica ticari olarak satilmamalar1 bu cihazlarin standart test uygulamalarinda
kullanilmasini engelleyen faktorlerdir. Bu nedenle dental materyallerin sitotoksite
degerlendirmelerinde kullanmak i¢in Schmalz ve ark. hiicre kiiltiir testlerinde kullanilan
perfiizyon cihazinda bazi degisiklikler yapmuslardir (138).

Ticari olarak pazarlanan diger bir dentin bariyer test cihazi tabani 40mm x
40mm ve yiiksekligi 35 mm olan polikarbonattan yapilmis perflizyon odasina sahip
boliimlii oda aygitindan modifiye edilmistir (Sekil 2.4). Orjinal perflizyon odasindaki
membran dentin diski ile yer degistirilerek kullanilir (138). Bu dentin diski insan veya
sigir disglerinden kesilerek hazirlanmis farkli kalinliklardaki dentin disklerinden
olusabilir (139). Bu dentin diskinin pulpaya bakan tarafi asitle daglanmistir. Dentin
diski boliimlii odaya biyolojik olarak uyumlu paslanmaz ¢elik bir tutucu ile yerlestirilir.
Boylece bu oda dentin diski ile iki bolime ayrilir. Hiicreler dentin diskinin asitle
daglanmig tarafinda iiretilir ve hiicrelerin tiretildigi bu kisim pulpa tarafi (alt oda) olarak
tanimlanir. Uygulanacak test materyali silikon bir tiip i¢inde dentin diskinin iist kismina
uygulanir. Materyalin uygulandigi bu kisim kavite boliimii olarak tanimlanir. Cihazin
pulpa boliimii bir taraftan medyum sisesine bagh diger tarafi ise peristaltik pompa ve

atik medyumun toplandigi siseye baglidir.

— slicone tube
-— wilicona seshing 1op

Q - ring

u
38 mm i

botiom

e — 40 mm x 40 mm — )

Sekil 2.4:Dentin bariyer perfiizyon cihazi (138)
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2.4.7. Sitotoksite Degerlendirme Yontemleri

Sitotoksite degerlendirme yontemleri dort baslik altinda incelenebilir. Bunlar:

1. Canlilik (viability) degerlendiren testler: kisa donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.

2. Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.
3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler:

4. Metabolik sitotoksite degerlendirme testleri:

2.4.7.1. Canhlik Degerlendirme Testleri:

Canlilik testleri toksik etki sonucu Kkiiltiirde canli kalan hiicre oraninin
belirlenmesinde kullanilir. Canlilik testleri membran biitiinliigli bozulmus hiicre
icerisine alman tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalar ile veya
membran biitlinliigli bozulmamis canli saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil

florasan ya da notral kirmiz1 gibi boyalarin kullanilmasi ile yapilir (122).

» Noétral kirmizi testi: Notral kirmizi vital bir boyadir. Canli hiicrelerin igerisinde

birikir ve bu sayede yasayan hiicrelerin tespitinde kullanilir. Boyama isleminden
sonra hiicre slispansiyonu hemosimetre adi verilen boliimlenmis cam {izerine
yerlestirilir. Daha sonra optik mikroskop altinda hemosimetredeki canl

hiicrelerin yiizde orani tespit edilir (140).

» Tripan mavisi testi: Tripan mavisi non-vital bir boyadir. Membran biitiinligi

bozulmus hiicrelerde birikir. Hemosimetre yardimi ile tripan mavisi ile
boyanmis hiicrelerin orani tespit edilir (119). Vital ve non-vital boyalarin
kullanildig: test yontemlerinde mikrotitrasyon plaka okuyucular1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak test materyallerinin sitotoksik etkileri degerlendirilir

(140).

» Floresan metodu: Diasetil floresan canli hiicre igerisine girebilen bir boyadir

(140). Propidium iodide boyasi ise membran biitiinliigi bozulmus hiicre
icerisine girer ve DNA ile RNA’ y1 da etkiler. Floresan boyalar ile boyanmis

hiicreler flow sitometri veya 151k kaynagi ve filtrelere sahip floresan mikroskobu
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ile degerlendirilirler. Bu degerlendirme floresan gorinti veren hucreler 6li

hiicre anlamina gelmektedir (140).

2.4.7.2. Yasam Degerlendirme Testleri
Kisa donem testleri hizli ve kolay uygulanabilir olmasmna ragmen sadece
degerlendirme esnasindaki 6lii hiicreleri gostermektedir. Bununla birlikte toksik etkilere
maruz kalan hucrelerde etkiler birka¢ saat, giin veya daha ge¢ gorilmektedir. Bu
nedenle canlilik oranmin belirlenmesinde, kisa donemde ortaya ¢ikan toksisite

reaksiyonlarda geri doniigiim olabildiginden uzun donem testleri kullanilmaktadir (122).

Hiicre yasamui (survival) seyreltilmis tek tip hiicre stispansiyonundan hicrelerin
ayr1 ayr1 koloni olusturabilme kabiliyeti olarak tanimlanir. Diigiik hiicre yogunlugunda
koloni olusturma diizeyi (plating efficiency) hiicre yasaminin belirlenmesinde kullanilan

yontemdir (122).

2.4.7.3. Proliferasyon Degerlendirme Testleri:

Kiiltiir icerisindeki hiicrelerin bir ka¢ gilin sonraki sayimi materyalin gesitli
bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde de kullanilir. Ancak test
sresi iginde belirli bir anda yapilan hiicre sayimi belirgin bir sonug vermediginden
dolayr en azindan testin erken asamalarinda bir biiyiime egrisinin elde edilmesi
gereklidir. Hiicre sayiminda biliyiime egrisi analizleri az sayida 6rnek varsa kullanilabilir
ancak say1 artarsa bu analizler ¢ok kullamisli degildir. Bircok Ornegin incelendigi
durumlarda belirli bir anda hiicre sayimi1 ( 3 giinden 5 giine kadar etkiye maruz kalan
hiicrelerin sayis1) yapilarak bu analiz uygulanir. Biiyliime egrisinde kontrol hiicrelerinin
log fazi1 (lireme faz1) tercihende mid-log fazi i¢inde yer aldigi an segilmelidir. Herhangi
anlamli bir etki sonucu elde edilen gelisme egrisinin ikinci bir gelisme egrisi ile
desteklenmesi gerekir ya da diger degerlendirme yontemleri kullanilmahdir (122). Bu

testte kullanilan yontemler sunlardir:

> *H-timidin testi: Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan bir

yontemdir. Bir radyoizotop olan *H-timidin proliferasyon sirasmda uygulanarak
hiicre i¢ine alinan bu maddenin radyoaktivite dlgiimii ile yeni DNA sentezi tespit

edilirek proliferasyon uzerindeki etkisi 6lctlir.

> Bromodeoksiuridin_immunohistokimyasal teknik: Immunohistokimya ydntemi

ile isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve doku antijenlerinin



37

gosterilmesini saglayan bir yontemdir. BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine); DNA
sentezini tayin etmek i¢in kullanilan timidin testine esdeger bir yontemdir. BrdU
timidin benzeri bir maddedir ve DNA igine girer. BrdU uygulanan proliferasyon
evresindeki canli hiicreler Anti- BrdU monoklonal antikor ile boyanarak
sayimlar1 yapilabilir  veya degerlendirmede ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kiti de kullanilabilir (133,141).

2.4.7.4. Metabolizma Degerlendirme Testleri:

Orneklem sayisi fazla oldugu durumlarda survival belirleme testlerinin hazirlik
asamalar1 ve testlerin analizleri zaman alic1 ve zahmetlidir. Ayrica bazi diisiik
yogunlukta hiicre hatlarimin 6zellikle yeni izole edilmis hiicrelerin koloni olusturabilme
yetenekleri zayiftir. Bu nedenle yliksek yogunluga sahip hiicrelerin degerlendirilmesi
icin bazi alternatif test metotlar1 gelistirilmistir. Bu testler ile dogrudan hiicre yasam
(survival) degerlendirilmesi yapilamaz. Ancak yapilan bu testlerde hiicre sayisindaki net
artig, total protein miktar1 veya DNA artis1 belirlenir. Ayni zamanda bu test ile
tetrazolyum tuzunun formazon kristaline indirgenmesi ya da DNA veya protein sentezi

saptanarak devam eden metabolik aktivite belirlenir (122).

Metabolizma testleri ve protein igerik testleri kisa donem toksisiteden ziyade
uzun donemde olusacak zarari anlamak i¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif
kapasitelerini 6lcerler (140). Metabolizma testlerinde hiicrelerin canliliklar1 mikroplaka
okuyuculu spektrofotometre yardimu ile tespit edilir. Ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu

gruba giren testler sunlardir:

» MTT testii Kolorimetrik MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium  bromide) testi dental materyallerin  sitotoksite
degerlendirmelerinde ¢ok sik kullanilir. Bu test MTT’yi mavi, ¢oziinmeyen
formazan bilesigine doniistiirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lgmektedir.
Uygulanan materyalin sitotoksik etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz
aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli formazan olusmamakta,
formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gorulmektedir. Formazan olusumu ise, spekrofotometre ile optik yogunlugun
Olcilmesi veya test Orneginin c¢evresindeki formazan 1s18in elektron

mikroskobuyla belirlenmesi yontemleriyle saptanmaktadir (122,133).



38

» Alamar mavisi testi: Alamar mavisi boyasi ile metabolik aktivitenin belirlendigi
dolayistyla hiicre canliligi ve proliferasyonunun degerlendirildigi florometrik
(floresan olgtimu ile)/kolorimetrik bir test yontemidir. MTT testine gore pahali
bir yontemdir ancak renk degisiklikleri bu yontemde hem florometrik hem de
spekrofotometrik olarak tespit edilir. Ayrica bu boya toksik olmadigindan hiicre

canlilig1 degerlendirmelerinde birden fazla boyama imkani saglar (133).

» LDH testi: Kolorimetrik sitotoksite degerlendirme yontemi olan laktat
dehidrogenaz (LDH) test yonteminde hiicrede membran hasar1 veya sitolizis
durumunda agiga cikan sitozolik bir enzim olan laktat dehidrogenazin Glgiimii

yapilarak sitotoksite belirlenir (133).

2.4.8. Glutatyon Tespiti:

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik
molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir. Glutatyonun, DNA ve protein sentezi, enzim
aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlari
disinda antioksidan olarak hiicre savunmasmda da dnemli rolii vardir. Indirgenmis
glutatyon (GSH) icerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre icinde redoks potansiyeli yiliksek
bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korur. Glutatyon peroksidaz
(GPx) isimli enzimin kofaktorligiinli yaparak, hidrojen peroksidi metabolize eder.
Reaktif Oksijen Uriinleri nin (ROS) olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak
tanimlanmaktadir. Oksidan stres ile GSH diizeylerinin azaldigi bilinmektedir. Bazi
floresan ajanlar intraseliiler GSH ile reaksiyona girerek glutatyonun hiicresel miktarinin
tespitine olanak saglar (142-144).

Hiicrede glutatyon diizeyinin belirlenmesine olanak saglayan floresan 6zellikli
maddeler hiicre icerisindeki GSH ile reaksiyona girerler. Monobromobimane insan
hiicrelerinde GSH’1n 6l¢limii i¢in kullanilan maddelere bir 6rnektir (133).

HEMA ve TEGDMA’nmn hiicrelerde GSH diizeyini azalttig1 baz1 ¢aligmalarda
belirtilmistir(145,146). Intraseliiler ROS iiretimi ile DNA bazlarinda tek sarmalda veya
cift sarmalda meydana gelen kirilmalar sonucu DNA hasar1 meydana gelir. DNA hasar1
sonucu hicre déngustinde bir gecikme olur. Bunun sonucunda belirli sinyal molekulleri
hucre dongiisiiniin devami ve DNA onarimi i¢in hiicrede aktive olurlar. DNA hasari

onarilamazsa hiicrede apoptoz meydana gelir (147).
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2.4.9. Apoptoz Degerlendirme Yontemleri:
Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler sunlardir (148);

I.  Morfolojik gortintileme yontemleri
I1.  Histokimyasal yontemler
1. Biyokimyasal yontemler
IV.  Immunolojik yontemler

V.  Molekuler biyoloji yontemleri

I.  Morfolojik goruntiileme yontemleri:

1. Isik Mikroskobu: a. Hematoksilen Boyama b. Giemsa Boyama

Nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir

2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop

a. Propidium Iyodiir (PI) b. Hoechst Dye

Floresan mikroskopi, floresan maddeler (6rn. Hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-2’-
phenylindole”, propidium iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC “fluorescein
isothiocyanate”) kullanilarak yapilan boyamanin incelenmesidir. Floresan boyalar
DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriinir hale
gelebilir. Hiicre kiiltlirii calismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile 6lii hiicrenin
ayirimina olanak tanirlar. Canli ve 6lii hiicre ayrimimi yapabilmek i¢in, canli veya 6li
tim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri
boyayabilen bir baska boya (6rn. Propidium iyodiir) beraber kullanilir. Membrani
saglam olan (canli) hiicreler, propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii
bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir madde ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim
hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii
ya da canli oldugu anlasilabilir ama o6lii hiicrelerin apoptoz ile veya nekroz ile Sliip
Olmediklerinin ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine
bakilarak yapilir. Kromatin yogunlagsmas: veya nukleus bdliinmesi olan hiicrelerin

apoptotik hiicreler olduklar: disiiniilir (148).
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3. Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptozisde en degerli yontem (“gold standard”)
olarak diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir
yontemdir. Ayrica subselliiller detaylar (6rn. mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da
nukleus membraninn bitiinligiiniin bozulup bozulmadig: gibi) da incelenebilir (148).

4. Faz Kontrast Mikroskobu

Bu tlr mikroskop sadece hiicrelerin, kiltir ortaminda “flask (cam kap)” veya “plakalarda”
buyttiildigi caligmalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir.
Olen hiicreler yapistiklar: alt tabakadan ayrilacaklar: icin besiyer icinde yiizmeye baslarlar.
Bu hcreler faz kontrast mikroskobu ile gdzlenebilirler. Mitozise giden hiicreler de faz
kontrast mikroskobuyla gézlenebilirler fakat bu hicreler ayni zamanda apoptotik hiicrelerin

erken evredeki goruntileri ile karisabilirler (148).

Il.  Histokimyasal yontemler:
1. Anneksin V Yontemi:

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde (i¢ yiiziinde) membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse
normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine gecerler. Bu
yer degistirme hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin
erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin- V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (148). FITC-Anneksin-V
komplesinin hiicre ylizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile
Olcllebilmektedir. Nekrotik hucrelerin ylzeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Annexin V-FITC
(yesil florasan) ve non-vital boya olan propidium iodide (kirmizi florasan) ile ayni
zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITCPI-), erken apoptotik hucreler
(FITC+PI-) ve gec¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayrilir
(Sekil 2.5)(149).
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annexin V

R1 |R4 .

Pl-uptake

Sekil 2.5:R1 (Pl -, Anneksin V-) canh hiicreler, R2 (PI -, Anneksin V+) erken apoptotik
hicreler, R3 (Pl +, Anneksin VV+) ge¢ apoptotik veya nekrotik hicreler. R4 (PI +,
Anneksin V-) hasar gormiis hiicreler (149).

2. TUNEL Yontemi:
DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglayan yontemdir
3. M30 Ydntemi:

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi
sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bdélgenin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi
prensibine gore belirlenir

4. Kaspaz-3 Yontemi:
Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 bu immunohistokimyasal

yontemle belirlenir.

1. Biyokimyasal yontemler:
1. Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA kiriklarinin gosterildigi yontemdir. Apoptozda DNA 180 baz cifti ve
bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (internukleozomal bdlgelerden) kirildig: i¢in
merdiven goriintiisii olusur. Bu bulgu apoptozun karakteristik 6zelligidir ve nekrozda
goriilmez. Bu nedenle agaroz jel elektroforez yontemi apoptozu nekrozdan ayirmada
faydali yontemlerden birisidir (148).

2. Western Blotting

Bu metot yardimiyla apoptoza ©6zgl bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir. Sitokrom c¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu
metotla belirlenebilir (148).
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3. Flow Sitometri:

Flow sitometre lazer kaynakli florometre ile parcacik 151k yayilimi analizi
bilesiminden olusur. Flow sitometrede farkli molekiiller, hiicreler ve pargaciklar, diisiik
ve dik acilt 151k yayilimi kullanilarak biiytikliik ve sekil olarak ayrilabilir. Bu hiicreler,
molekiiller veya pargaciklar 13- phycoerithrin, FITC ve rhodamine-GG gibi farkli 6zel
floresan isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla isaretlenebilir (150). Flow
sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozda
eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi miimkiindiir.
Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman
almamas1 ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan klinikte apoptozun belirlenmesi
acisindan kullanishdir. Apoptoz flow sitometri uygulamasinda iki sekilde belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,
b. Anneksin V kullanilarak
IV.  Immunolojik yontemler:
1. ELISA

ELISA ile gerek kultird yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek mimkunddr. Ayni sekilde M30
diizeylerinin 6lglimi de mumkindar.

2. Fluorimetrik yontem

Kaltard yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir

yontemdir
V.  Molekiler biyoloji yontemleri:

DNA microarray yontemi ile apoptoz ile ilgili gen ekspresyonlari tespit edilir (151).

2.4.10. Mutajenite Testleri:

Biyomateryallerin hiicre genetik materyalinde degisiklikler olusturmasi
genotoksite olarak tanimlanir. Hiicreler sahip olduklar1 baz1 mekanizmalarla meydana
gelen genotoksik hasar1 onarabilirler. Hiicrelerde genetik hasarmn bir sonraki nesle
aktarilmasi programlanmis hiicre 6liimleri ile engellenebilir. Ancak genetik hasar bir
sonraki nesle aktarilirsa bu etkiye mutajenite denir. Bir materyalin bakteri veya memeli
hiicre DNA’sina olan etkisi bazi test yontemleri ile incelenmektedir. AMES testi en sik
kullanilan test yontemidir. Genetik yapis1 degistirilmis bakteriler AMES test metodunda

kullanilmaktadir. Bu bakteriler 6zel agar Kkiiltlirlinde ¢ogalmazlar ve koloni
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olusturmazlar ancak mutajenik bir etken ile karsilasirlarsa ¢ogalirlar. Olusan koloni
sayis1 mutajenite i¢in bir gostergedir (6).

Bir diger test yontemi olan HPRT testi ile gende meydana gelen degisiklikler
tespit edilir. Mikronukleus testi ile de kromozomlarda meydana gelen degisiklikler
degerlendirilir. In vitro testlerden baska hayvanlarda yapilan genotoksite ¢alismalarida
vardir (6).

2.4.11. Ostrojenite Testleri

Ostrojen molekiillerinin hiicredeki dstrojen reseptdrlerine baglanmasi sonucu bu
reseptorler aktif bir duruma geger. Aktif duruma gegen ostrojen-reseptor baglantisi
cekirdek i¢indeki gen aktivasyonu ve mRNA transkripsiyonunun meydana geldigi 6zel
bolgelere (DNA dizilerine, cekirdek matriksine, non histon proteinlere ve cekirdek
zarma) baglanir. Cekirdekte olusan bu etkilesim sonrasi reseptor-Ostrojen baglantisi
ayrilir ve reseptor kullanilmayacak bir sekilde kalir. Bununla birlikte reseptér-hormon
bilesiginin gen transkripsiyonunu diizenlemesi dstrojenin en dnemli biyolojik aktivitesi
olarak gosterilir. Ayrica bu molekiillerin genomdan bagimsiz diger fonksiyonlarida
bulunur (152). Bazi kimyasal bilesenler Ostrojen benzeri etki gostererek hiicrelerde
bulunan Ostrojen reseptorlerine subtoksik konsantrasyonlarda baglanirlar. Bisfenol-A
bu kimyasal bilesenlerden bir tanesidir. Ostrojenisitenin belirlenmesinde in vitro ve in
vivo yontemler kullanilabilir. Hiicre kiiltiirlerinin kullanildig: in vitro test yontemlerinde
reporter gene testi, competitive ligand-binding, hiicre proliferasyon, yeast two-hybrid

testlerine gdre dstrojenitenin belirlenmesinde daha hassas bir yéntemdir (153).

2.4.12. Hayvan Testleri

Genellikle memeli hayvanlarin kullanildig: bu tiir biyouyumluluk testlerinde test
materyali fare, rat, kopek, kopek, kedi, koyun, keci veya maymun gibi hayvanlara
implante edilir. Hayvan deneylerinde degiskenleri kontrol etmek zordur, etik acidan
tartismali olan bu testler uzun siirer ve pahalidir (119,120). Hayvan testlerinde biyolojik
uyumlulugu test edilecek materyalin piyasaya siiriilmeden onceki deneysel formu
kullanilir bu nedenle hayvan testleri kullanim testlerinden (bazi testlerde hayvanlar da

kullanilmaktadir) farklidir (119).

Implantasyon testlerinde test materyalleri deney hayvanlarinin deri alt1, kas ici

veya kemik icine yerlestirilirler. Materyallerin dokulara farkli implantasyon
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periyotlarindan (1 hafta ile bir kag ay arasi) sonra dokular makroskobik ve mikroskobik
olarak incelenir. Kisa implantasyon zamani ( 1-2 hafta) sonrasi Oncelikle implante
edilmis materyal etrafindaki iltihabin derecesi tespit edilir. Implantasyon periyodunun

uzatilmasiyla olusan bag dokusu kapsiilii de degerlendirilir (6).

Mikdz membran irritasyon testinde test edilecek materyalin mukozada veya
asindirilmig deri lizerinde meydana getirdigi iltihap degerlendirilir. Test materyali,
pozitif ve negatif kontrol maddeleri deney hayvaninin agiz dokusuna yerlestirilir ve bir
kac¢ hafta sonrasinda doku reaksiyonlar1 makroskobik olarak degerlendirilir. Daha sonra

alinan biyopsi pargalari ile de histolojik degerlendirme yapilir (6).

Deri hassasiyet testi ile test edilecek materyallerin klinik 0Oncesi alerjik
ozellikleri de deney hayvanlarinda saptanir. Maksimizasyon testi ve Buhler testi alerjik
ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan test yontemleridir. Bu test yontemlerinde gine
domuzlar1 kullanilmaktadir. Maksimizasyon testinde test materyali Freud Complete
Adjuvan (FCA) ile birlikte deney hayvanmnin deri alt1 bolgesine yerlestirilir. Yedi giin
sonrasinda test materyali ayni bolgeye tekrar 2 giin daha uygulanir. FCA ile arttirilan
immunolojik etki sayesinde testin hassasiyeti artmis olur. Bu baslangi¢ periyodundan 14
giin sonra test materyali tekrar deride farkli bir bolgeye yerlestirilir ve deri

reaksiyonunun degerlendirilmesi yapilir (6).

2.4.13. Kullanim Testleri

Kullanim testleri hayvanlar ve goniillii insanlar iizerinde yapilir. Kullanim
testleri materyalin klinik kullaninmin1 her agidan taklit etmelidir. Hayvanlarm
kullanildig1 kullanim testlerinde kopek ve maymun gibi biiyiik hayvanlar kullanilir.
Insanlar iizerinde kullanim testlerinin yapilmasi test materyalinin biyouyumluluk

degerlendirmesinde klinik deney agamasidir (119).

Pulpa irritasyon testleri, ortodontik amacla gekilecek insan dislerinde veya
maymun ya da diger uygun hayvanlarin saglam, ciiriiksiiz dislerinde acilan class V
kavitelere test materyalinin uygulanmasi ile yapilir. Test materyali 1 hafta ile birkag ay
arast dislerde bekletilir ve dislerin ¢ekimi yapilir. Daha sonra bu disler histolojik
inceleme i¢in hazirlanir ve pulpada meydana gelen akut veya kronik iltihap ve

odontoblast reaksiyonlar1 degerlendirilir (6,119).
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Dis hekimliginde kullanilan bazi materyaller mukoza ve dis eti ile siirekli bir
temas halindedir. Bundan dolay1 gingiva mukoza testinde dis eti altma uzanan
kavitelere test materyalleri uygulanir, 7 ile 30 giin arasinda meydana gelen reaksiyonlar
tespit edilir. Ancak bakteri plagi varligi, yapilan restorasyon yiizeyinin diizglin
olmamasi veya tagkin olmasi gibi nedenlerle dis eti bolgesinde olusan iltihap test edilen

materyalin olusturdugu etkiyi degistirebilir (119).

Endodontik materyal kullanim ve periapikal doku hasar1 testi deney
hayvanlarinda yapilmaktadir. Bu yOntemde test materyalleri kanal tedavisi icin
hazirlanmis dis kok kanallarmin igerisine yerlestirilir ve daha sonra histolojik

degerlendirme yapilir (6).

2.4.14. Allerji Testleri

Dental materyallerin  insanlar  Gzerindeki allerjik  potansiyellerinin
belirlenmesinde kullanilan en 6nemli test yontemi patch testidir. Bu test yontemi ile
alerjik kontak dermatit gibi gecikmis tip hipersensitivite ( tip IV reaksiyon) belirlenir.
Alerjik reaksiyon baslatabilecek konsantrasyonda materyallerin yerlestirildigi yapiskan
bantlar patch testinde kullanilir. Bu bantlar hastanin sirt bdlgesinde saglam deri
yizeyine yapistirtlir. Bantlarin  ¢ikarilmasmi takiben 2-3 gunlik strede deri

reaksiyonlar1 degerlendirilir.

Ani reaksiyonlar (astim gibi tip I reaksiyon) ise prick testi ile belirlenir.
Radioallergosorbent testi ( RAST) prick testine alternatif olarak uygulanan veya prick

testini destekleyen diger bir testtir (6).

2.5. Dentin Baglayici Sistemlerde Biyouyumluluk ve Konu ile ilgili Cahsmalar

Dentin baglayici sistemler; metakrilatlar (6r: HEMA, 4-META), dimetakrilatlar
(6r: TEGDMA), fosfanat penta akril esterler, akril amidler, aldehitler (6r: glutaraldehit)
ve organik asitlerden meydana gelirler. Ayrica dentin baglayict sistemler Bis DMA da
icerebilirler. Aseton, etanol ve su dentin baglayici sistemler igerisinde ¢oziicii olarak
bulunmaktadir. Bazi baglayici sistemler doldurucu partikiiller de igerebilir. Giiniimiizde
antibakteriyel monomer (MDPB) iceren dentin baglayict ajanlar da piyasaya
stirtilmiistiir (153).

Dentin baglayici sistemlerin canli dentin dokusunda kullanilmaya baglamasi ile

birlikte bu materyallerin pulpa dokusunda meydana getirecekleri etki blyik 6nem
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kazanmistir. Serbest monomerlerin sivi ile dolu dentin kanallarint ge¢ip pulpa dokusuna
ulagabilmesi i¢in suda c¢oziinebilir yapida olmasi gerekmektedir. Dentin baglayici
sistemlerin TEGDMA veya HEMA gibi hidrofilik bilesenleri, kompozit regine restoratif
materyallerden salman diger bilesenler ile birlikte dentin dokusunu gecerek pulpaya
difuze olurlar ve pulpada reaksiyona neden olabilirler. Bu nedenle HEMA gibi suda
¢cozinebilen monomerler dentin sivisinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar ve
kalan dentin kalinhigma ve dentin gecirgenligine bagli olarak sitotoksik etki
gOsterebilirler (65, 154).

Dentin baglayict ajanlarimn TEGDMA ve HEMA gibi hidroflik bilesiklerinin
toksisitesi BISGMA ve UDMA gibi hidrofobik monomerlere gore daha azdir. Ancak
monomerlerin birbiriyle olan iligkisi sonucu meydana getirdikleri toksik reaksiyonlar
tek tek meydana getirdikleri reaksiyondan daha fazladwr. Hidrofilik monomerler
hidrofobik monomerleri tasiyict rol oynayarak toksik reaksiyonun artmasina neden
olurlar. Ayrica HEMA ve TEGDMA gibi bilesenler immun sistemi baskilayarak veya
uyararak bu sistem Uzerinde etki gosterebilirler (7,155)

Dentin baglayici sistemler kullanilarak hayvanlar {izerinde yapilan direkt pulpa
kuafaji ¢alismalarinda bazi arastiricilar pulpada herhangi bir patolojik degisim tespit
etmemisler (8) fakat bazi arastiricilar ise direkt pulpa kuafaji sonucu dentin baglayici
sistemlerin siddetli derecede pulpa hasarma neden oldugunu bildirmislerdir (9). insan
dislerinde yapilan direkt pulpa kuafaji ¢calismalarinda dentin baglayici ajanlarin, yabanci
cisim reaksiyonuna bagli enflamasyondan siddetli diizeyde pulpa hasarina kadar farklh
pulpa reaksiyonlarma neden oldugu agiklanmistir (10,11). Bununla birlikte dentin
dokusunun etkili bir difiizyon bariyeri oldugu belirtilmis ve pulpa dokusunu sadece
ojenol ve fenol gibi toksik maddelere kars1 degil ayn1 zamanda glutaraldehit ve HEMA
gibi maddelere kars1 da korudugu bildirilmistir (12,138,139).

Lefebvre ve ark., oral epitelyal hiicrelerde TEGDMA ve DMAEFMA etkisini
incelemigler ve sonucta bu bilesenlerin hiicre biiylimesini ve total polar lipit sentezini
engellediklerini bildirmiglerdir (13). Polimerizasyon ger¢eklesmis olsa dahi re¢ine esasl
materyallerden hiicrelerin metabolik aktivitesini degistirecek diizeyde serbest monomer
salimim1 gergeklesmektedir (14,15,142). HEMA ve TEGDMA’nin insan monosit
hiicrelerinde heat shock protein 72 ekspresyonunu baskiladigi ayrica TEGDMA nin

mitokondri hasarina neden oldugu aciklanmistir (16,142). Bununla birlikte, bazi
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arastiricilar dentin baglayici ajanlarmn sitotoksitesinin intraseliiler tirosin fosforilasyonu
ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (17).

Uzerinde calisilan hiicre tipine bagh olarak dentin baglayici ajanlardan salman
materyallerin salinim siiresi ve salman materyallerin birbiriyle olan iligkisi sitotoksite
testlerinde onemli parametreleridir. Pulmoner hiicreler kullanilarak yapilan ¢aliymada
TEGDMA, HEMA’ya oranla 2-5 kat daha fazla toksik bulunmustur. Polimerizasyon
sonrast 2-6 saat icerisinde TEGDMA’nin hiicre i¢i glutatyon diizeyini diigiirdiigii
belirtilmistir (18,19).

Chang ve ark., HEMA’nin hiicre ¢ogalmasini engelledigini ve hiicre dongiisiinde
S-G fazmi durdurarak bir diizensizlige neden oldugunu agiklamislardir. Go/M ve S
fazlarinda meydana gelen duraklama, glutatyon diizeyinde azalma ve ROS {iretimi
hiicrenin apoptoza ugramasinda énemli faktorler oldugu belirtilmektedir (20).

Dumsha ve ark., ferrik oksalat, NPG-GMA, NTG-GMA, PMDM bilesiklerinin
sitotoksik etkilerini agar difiizyon testi ve cell replication testi ile degerlendirmislerdir.
Tek baslarina sitotoksik etki gdsteren bu dentin baglayici sistemler agar overlay testinde
dentin dokusu iizerine tavsiye edilen sekillerde uygulanmasi sonucu oOnemli bir
sitotoksik etki géstermemislerdir (21).

Meryon ve Brook, ii¢ farkli dentin baglayici ajanin (Tripton, Gluma ve
Scotchbond 2) sitotoksitelerini 100um ve 500pum kalinlhiginda dentin diskleri kullanarak
dentin bariyer test yontemi ile incelemislerdir. 100pm’lik dentin disklerinin kullanildigi
testte tiim dentin baglayici1 ajanlar yiliksek oranda sitotoksik bulunmustur. 500um’lik
dentin disklerinin kullanildig: testte ise Scotchbond 2 diger dentin baglayici ajanlara
gore daha fazla toksisite gostermistir (22).

Bouillaguet ve ark., dort farkli dentin baglayici sistemin (Aelitebond, Optibond,
Scotchbond Multi Purpose ve Prisma Universal Bond 3) sitotoksitesini dentin bariyer
test yontemi ile incelemislerdir. Dentin bariyer test yonteminde kullanilan dentin
diskleri gecirgenliklerine gore ii¢ gruba ayrilmustir ( diisiik, orta, yiiksek). Bu ii¢ fakl
dentin diskine dentin baglayici ajanlarin uygulanmasmdan sonra 24 saat araliklarla 7
giin boyunca medyum degistirilmistir. Dentin baglayic1 sistemlerin sitotoksitesinin
belirlenmesinde MTT yontemi kullanilmistir. Calismada yiiksek gecirgenlige sahip
dentin disklerinin dentin baglayic1 ajan bilesenlerinin diflizyonuna daha fazla izin

verdigi saptanmistir. Arastiricilar 2448 saatlik erken zaman diliminde tim test
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materyallerinin diger zaman araliklarina gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigini
aciklanmiglardir (23).

Hashieh ve ark., 4. kusaga ait dort dentin bonding (All Bond2, Scotch Bond
Multi-Purpose, Syntac, ve Tenure ) ve 5. kusaga ait dort farkli dentin bonding (One
Step, Scotchbond 1, Syntac Single Component, Tenure Quick) sistemin sitotoksitelerini
MTT yontemi kullanarak karsilagtirmislardir. Arastiricilar One Step disinda diger tiim
5. kusak nesil dentin bonding ajanlarinin 4. kusaga ait dentin bondinglerden daha az
sitotoksik oldugunu saptamislardir (24).

Costa ve ark., Ui¢ dentin baglayic1 ajanin (Single Bond, Prime & Bond 2.1,
Syntac Sprint) MDPC-23 hiicreleri tizerinde sitotoksitesini inceledikleri ¢alismalarinda
polimerize edilmeden uygulanan tim test materyallerinin yiiksek derecede toksik
oldugunu saptamislardir. Arastiricilar polimerize edilerek uygulanan bonding ajanlardan
Single Bond’un en az sitotoksik etkiye sahip test materyali oldugunu bildirmislerdir
(25).

Geurtsen ve ark., Solobond Plus, Solist, Scotchbond Multipurpose, Syntac SC ve
Prime & Bond 2.1 isimli dentin baglayic1 sistemlerin sitotoksik etkilerini
karsilagtirdiklar1 ¢galismalarinda yiiksek miktarda TEGDMA igeren Solobond Plus’m en
toksik dentin baglayici ajan oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar sirasiyla Scotchbond
Multipurpose ve Syntac SC dentin baglayic1 ajanlarin yiiksek oranda sitotoksik etki
gosterdiklerini bildirmislerdir (26).

Koliniotou-Koubia ve ark., 6 farkli dentin bonding ajanin (Syntac, Solobond,
Bond 1, Scotchbond 1, Heliobond ve F 2000) sitotoksik etkilerini incelemislerdir.
Aragtiricilar kullanilan tiim dentin bonding ajanlarin sitotoksik oldugunu ve F-2000 ile
Scotchbond 1’in ise en fazla sitotoksik etkiye sahip dentin bonding ajanlar oldugunu
aciklamiglardir (27).

Szep ve ark., farkli dentin baglayict sistemlerin (Ariston Liner, Etch & Prime
3.0, Optibond Solo, Prime & Bond NT, Scotchbond 1, Syntac Sprint) diseti fibroblast
hiicreleri tlizerinde canli hiicre oranini karsilastirarak sitotoksik etkilerini inceledikleri
calismalarinda Scotchbond 1’in en toksik dentin baglayict ajan oldugunu
bildirmislerdir. Diger yandan aragtiricilar Etch and Prime 3,0’ en az sitotoksik etki
gosterdigini ifade etmislerdir (28).

Kaga ve ark., ¢esitli dentin bonding ajanlardan (Scotchbond Multipurpose ve

Clearfil Liner Bond 2) salinan monomerlerin sitotoksitesini ve 1929 hiicrelerinde hiicre
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canlilig1 ve cogalmasinda rol oynayan tirozin fosforilasyonuna etkisini incelenmislerdir.
Aragtiricilar polimerize olmus dentin bondinglerden salinan monomerlerin sitotoksik
dozda olmadigmi belirtilmistir. Diger yandan arastiricilar HEMA isimli monomerin
tirozin fosforilasyonunu etkliledigini bildirmislerdir (17).

Demarco ve ark., Scotchbond Multipurpose ve Clearfil Liner Bond 2 isimli
dentin bonding ajanlarn in vivo ve in vitro ortamlarda biyouyumluluklarmni
degerlendirmislerdir. Arastiricilar bu iki dentin baglayict ajanin Ca(OH), materyalinden
daha fazla sitotoksik etkiye sahip olduklarini agiklamislardir (29).

Chen ve ark., farkli 151k giiglerinde (100,200,300 mW/cm? )10 saniye polimerize
edilen Scotchbond Multipurpose dentin baglayicit ajanin sitotoksik etkilerini MTT
yontemi kullanarak karsilastirmislardir. Arastiricilar dentin baglayici ajanlarin diisiik
151k giicline bagh olarak yetersiz polimerizasyonun daha fazla sitotoksik etkiye neden
oldugunu ag¢iklamiglardir (30).

Huang ve Chang insan pulpa hiicreleri iizerinde yaptiklar1 sitotoksite
calismalarinda 5 farkli dentin bonding ajan1 MTT yontemi ile karsilastirmislardir.
Calismanin sonucunda dentin bonding ajanlarin olusturdugu sitotoksik etkinin sirasiyla
Single Bond>Prime & Bond NT>Syntac Single Component>Heliobond>Clearfil SE
Bond seklinde siralandigi saptanmiglardir (31).

Schmalz ve ark., disik pH degerlerine sahip dentin bonding ajanlarin (Syntac,
Syntac Single Component, Prime & Bond NT, All Bond 2, Prompt L-Pop)
sitotoksitelerini boliimlii odali perfiizyon cihazi kullanarak dentin bariyer test metodu
ile degerlendirmislerdir. Arastiricilar diisiik pH degerine sahip dentin bonding ajanlarin
sitotoksik olmadiklarmni belirtmislerdir (32).

Chen ve ark., insan pulpa hiicrelerinde 3 farkli dentin bonding ajanin (Syntac
Sprint, Prime & Bond, Single Bond) sitotoksik etkilerini MTT yontemi ile
karsilastirmiglardir.  Arastiricilar  yiiksek konsantrasyonda (1:1000 [v/v]) kiiltiir
medyumu ile hazirlanan diliisyonlarda {i¢ dentin bonding ajanin da yiiksek oranda
sitotoksik etkilerinin oldugunu agiklanmiglardir (33).

Mantellini ve ark., Single Bond isimli baglayici sistemin odontoblast benzeri
hiicrelerde, farklilagmamis pulpa hiicrelerinde ve makrofajlarda hiicre canliligma ve
yasam dongiisiine olan etkisini incelemislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonucunda Single
Bond baglayict sistemin hiicrelerde apoptozu baslattigi ve hiicre yasam dongiisiinii

durdurdugunu agiklamiglardir (147).
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Vajrabhaya ve ark., Single Bond, Prime & Bond 2.1, Syntac Single Component
ve One Up Bond F dentin baglayict sistemlerin sitotoksitelerini 500pm kalinliginda
dentin diski yerlestirerek boliimlii oda perflizyon cihazinin kullanildig1 dentin bariyer
test metodu ile degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda One Up Bond F sellf etch
baglayic1 sistem diger test edilen etch & rinse sistemlere gore daha az toksik
bulunmustur. Arastiricilar etch & rinse dentin baglayici sistemlerin (Single Bond, Prime
& Bond 2.1) self etch sistemlere (Syntac Single Component ve One Up Bond F) gore
daha toksik oldugunu bildirmislerdir (34).

Spagnuolo ve ark., farkli iki 151k kaynagi (halojen ve LED) kullandiklar:
calismalarinda Scotchbond 1 ve Optibond Solo dentin baglayict ajanlarin
sitotoksitelerini MTT yontemi ile karsilastirmislardir. Ayn1 zamanda arastiricilar bu iki
dentin baglayici sistemin neden oldugu ROS iiretimini de incelemislerdir. Calisma
sonucunda LED 151k kaynagi kullanilarak polimerize edilen Scotchbond 1’ in en toksik
test materyali oldugu bildirilmistir. Arastiricilar LED 151k kaynag: ile hazirlanan test
materyallerinin daha yliksek miktarda ROS iiretimine neden oldugunu agiklamiglardir
(35).

Galler ve ark., Syntac Classic, Prompt L-Pop ve Vitrebond test materyallerinin
sitotoksitelerini farkli kalnlhikta (100, 200, 300 ve 500um) dentin disklerinin
kullanildig1 bolimlii oda perfiizyon cihazinda dentin bariyer test metodu ile
karsilastirmiglardir. Calisma sonucunda Synyac Classic en toksik test materyali olarak
tespit edilmis ve arastiricilar dentin kalinliginin artmasiyla sitotoksik etkinin azaldigini
aciklamiglardir (36).

About ve ark., insan pulpa hiicrelerinin odontoblast hiicrelerine doniismesine
One Step, Scotchbond 1, Prime and Bond NT ve Unibond isimli dentin baglayici
ajanlarm etkisini incelemislerdir. Arastiricilar dentin bariyer test yontemi kullandiklar1
calismalarinda 0.7mm dentin varliginda sekonder odontoblast hiicre farklilagmasinin
gerceklesmedigini agiklamislardir (37).

Giirpinar ve ark., Clearfil SE Bond ve FL Bond dentin baglayic1 sistemlerin
insan diseti fibroblast hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini inceledikleri
caligmalarinda her iki dentin baglayici sistemin de apoptotik hiicre oliimiine neden
oldugunu bildirmislerdir (38).

Koulaouzidou ve ark., Clearfil Protect Bond, Adper Scotch Bondl, Excite,

Tyrian SPE ve One Step Plus isimli dentin baglayici sistemlerin sitotoksitelerini ii¢
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farkli hiicre hattinda degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda Clearfil Protect Bond
diger test edilen dentin baglayici sistemlere gore daha az sitotoksik bulunmustur.
Arastiricilar Scotchbond 1 ve Excite dentin baglayici sistemlerin ise en fazla sitotoksik
etkiye neden olan dentin baglayicilar oldugunu belirtmislerdir (39).

Ergin ve ark., Swisstec SL Bond, Clearfil SE Bond, Adper Single Bond 2,
Adper Prompt L-Pop, Xeno III, Pentron Bond 1 isimli dentin baglayici ajanlardan
hazirlanan test Orneklerini iki farkli 151k kaynagi ( halojen ve LED) kullanilarak
polimerize etmisler ve sitotoksitelerini karsilastrmislardir.  Arastiricilar  LED
kullanilarak polimerize edilen 6rneklerin halojen lamba ile polimerize edilen 6rneklere
gore daha az sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir (40).

Grobler ve ark., Clearfil Protect Bond, Adper Scotch Bond1, Xeno I, Prime &
Bond NT dentin baglayict sistemlerin sitotoksitelerini hazirladiklar1 dentin diski
icermeyen test diizeneginde incelemisler, ayrica bu test diizeneginde 120 pm
kalinliginda dentin diski yerlestirerek yaptiklar1 degisikle Xeno III dentin baglayici
sistemin sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Arastiricilar test edilen tiim dentin
baglayici sistemlerin 3T3 fare fibroblast hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterdigini
belirtilmigler ve ayrica Xeno III’iin de bu sistemler ig¢erisinde en toksik dentin baglayici
oldugu acgiklamiglardir. Ayn1 zamanda Xeno III’iin dentin diski kullanilarak degistirilen
test cihazinda da yiiksek diizeyde sitotoksite sergiledigini agiklamiglardir (41).

Wiegand ve ark., ¢ hassasiyet giderici ajanin ( Admira Protect, Gluma
Desensitizer, Seal and Protect), bir self etch (Clearfil Protect Bond) ve bir etch and rinse
dentin baglayic1 sistemin (Optibond FL) sitotoksitesini farkli kalinliklarda dentin
disklerinin kullanildig1 dentin bariyer test yontemi ile degerlendirmislerdir. Arastiricilar
1 mm dentin kalinliginda Clearfil Protect Bond’un hiicre enzim aktivitesini anlamli
diizeyde azaltarak toksik etki gosterdigini diger test materyallerinin ise sitotoksik
etkisinin olmadigini agiklamislardir (42).

Yasuda ve ark., insan pulpa hicreleri ve MDPC-23 hicrelerini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda AQ Bond Plus, Clearfil Tri-S Bond, Absolute, G Bond ve
Adper Prompt dentin baglayici sistemlerin sitotoksitelerini  karsilagtirmglardir.
Aragtiricilar AQ Bond Plus’in en az, Adper Prompt ise en fazla sitotoksik etki gosteren
dentin baglayici sistem oldugunu bildirmislerdir (43).

Vajrabhaya ve ark., Optibond Solo Plus SE Primer, Xeno Il ve i Bond isimli

self etch dentin baglayici sistemlerin sitotoksitelerini 500um kalinhginda dentin diski
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kullanarak bolimlii oda perfiizyon cihazinda dentin bariyer test yonteni ile
karsilastirmiglardir.  Calismanin  sonucunda dentin bonding ajanlarin olusturdugu
sitotoksik etkinin sirasiyla i Bond> Xeno III> Optibond Solo Plus SE Primer seklinde
siralandig1 saptanmistir (44).

Demirci ve ark., dentin baglayici sistemlerin (Clearfil SE Bond, Clearfil Protect
Bond, AdheSE, Excite) neden oldugu oksidatif stres, sitotoksite ve genotoksiteyi
incelemiglerdir. Arastiricilar dentin primerler ve bonding ajanlarin doza bagli hiicre
yasamini etkiledigini agiklamiglardir. 50% hiicre 6liimiine neden olan konsantrasyonlara
gore dentin baglayict ajanlarin sitotoksitesi: Excite (0.16 mg/ml)>AdheSE bond (0.30
mg/ml)>Clearfil Protect bond (0.35 mg/ml)>Clearfil SE bond (0.37 mg/ml), ve Prompt
L-Pop bond (0.68 mg/ml) seklinde saptanmistir. Arastiricilar {ic boyutlu hiicre
kiiltiirtiniin  kullanildig1 dentin bariyer testinde dentin baglayic1 sistemlerin toksik
etkisinin olmadigmi belirtmislerdir. Ayrica tiim dentin baglayict ajanlarin doza bagh
olarak pulpa hiicrelerinde ROS miktarin1 5 kata kadar arttirdigin1 belirtmiglerdir. Ayni
zamanda arastiricilar AdheSE primerin ekstraktinin mikroniiklei sayisinda 6 kata kadar
artisa neden oldugunu agiklamislardir (45).

Koulaouzidou ve ark., Clearfil Tri-S Bond, AdheSE ve XP Bond baglayici
sistemlerin i RPC-C2A ve L929 hicreleri Uzerinde sitotoksik etkilerini hicre
proliferasyonunu inceleyerek degerlendirmislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonucunda XP
Bond’un diger iki baglayic1 sisteme gore her iki hiicre hattinda da daha fazla
antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir (46).

Lanza ve ark., dentin bariyer test yontemi kullandiklar1 ¢alismalarinda 5 farkh
dentin baglayic1i ajanin sitotoksitesini MTT yontemi ile karsilastrmislardir. Ayni
zamanda arastiricilar taramali elektron mikroskobu ile test materyallerinin hiicre
morfolojisinde meydana getirdikleri etkileri de incelemislerdir. Calismanin sonucunda
dentin bonding ajanlarin olugturdugu sitotoksik etkinin sirastyla Single Bond> Clearfil
SE Bond= Xeno III=Clearfil Protect Bond>Adper Prompt seklinde siralandigi
saptanmuslardir (47).

Sigusch ve ark., farkli 151k kaynaklar1 kullanarak polimerize edilen dentin
baglayict ajanlarm ( Syntac, iBond TM, Clearfil Protect Bond, Prime and Bond NT,
Adper Prompt L-Pop) sitotoksitelerini incelemislerdir. Syntac ve Clearfil Protect Bond
dentin baglayici ajanlarin sitotoksik etkisi lizerinde 151k kaynaklarmin etkisinin diger

baglayici ajanlara gore daha fazla oldugunu agiklamislardir. Arastiricilar iBond TM,
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Prime and Bond NT ve Adper Prompt L-Pop’un en az sitotoksik etki gdsteren baglayici

sistemler oldugunu saptamislardir (48).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada 5 farkli dentin baglayici sistemin (Scotchbond Multi Purpose, XP
Bond, Xeno V, Clearfil Protect Bond, AdheSE) 3T3 fare fibroblast hiicre hatti
Uzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri 24 ve 72 saatlik stireler sonunda hiicre kiltir
insertleri ve dentin bariyer test metodu kullanilarak incelenmistir. Degerlendirmede
toplam hiicre sayis1 tayini hemositometre ile, apoptotik hiicre orant Anneksin-V-
FITC/PI boyamasi ile, proliferasyon oran1 bromodeoksiiiridin isaretleme indeksi ile ve
hiicre morfolojisi de taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. Calismamiz in
vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda hiicre ve doku
kialtarG  laboratuvar imkanlar1 kullanilarak —gegeklestirilmistir. Programli hiicre
Oliimiiniin akim sitometri (FCM; flow cytometry) ile degerlendirilmesi Deneysel Tip

Arastirma Enstitiisii (DETAE) immiinoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Cahsmada Kullanmilan Dentin Baglayici Sistemler ve Kontrol Materyalleri

Calismada kullanilan dentin baglayici sistemlerin, kontrol materyallerinin (sekil
3.1) igerikleri, tretici firmalar1 ve iiretim numaralar1 Tablo 3.1°de ve uygulama

prosediirleri de Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

© Adnesive |
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Sekil 3.1: : Calismada kullamlan dentin baglayici sistemler ve kontrol materyali



Tablo 3.1: Calismamizda kullamlan dentin baglayici sistemlerin icerikleri

Dentin Baglayic1 Sistem

Uretici Firma

LOT numarasi
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Scotchbond Multi Purpose Primer: HEMA, Polialkenoik 3M ESPE, St Paul, MN, 6BF 2009-06
asit, kopolimer, su USA
Adeziv: Bis-GMA, HEMA,
fotoiniator 6PN 2009-06
XP Bond TCB recine, PENTA, UDMA, | Dentsply DeTrey, Konstanz, 0703002776
TEGDMA, HEMA, stablizor, Germany
etil-4-dimetilaminbenzoat,
amorf slika, t-butanol
Xeno V Bifonksiyonel akrilik amid, | Dentsply DeTrey, Konstanz, 0801002439
asidik akrilik amid, fonksiyonel Germany
fosforik asit ester, su, tersiyer
butanol, inisiatér, stabilizér
Clearfil Protect Bond Primer: MDP, MDPB, HEMA, Kuraray Medical, 1621 00043A
hidrofilik dimetakrilat, su Sakazu, Kurashiki, Okayama,
Bond: MDP, Bis-GMA, Japan 00066A
HEMA, hidrofilik dimetakrilat,
komforokinon, N,N-dietanol-p-
toludin
AdheSE Primer:Dimetakrilat, Ivoclar vivadent, Schaan, K41839
Phosphonik asit akrilat, su, Liechtenstein
inisiator, stabilizor
Bond:HEMA, Dimetakrilat,
Silikon dioksit, inisiator, K40597
stabilizér
Vitrebond Liquid: regine modifiye 3M ESPE, St Paul, MN, 7JB 2010-12
alkenoik asit, HEMA, su, USA
inisiator
Powder: Floroaminoslikat cam
partikulleri 8MF 2010-12
HEMA 2-Hidroksietilmetakrilat Sigma, St. Louis, MO, USA S44678-477
Scotchbond Etchant %35'lik fosforik asit jel 3M ESPE, St Paul, MN, 6HL 2009-09

USA
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Tablo 3.2: Caismamizda kullamilan dentin baglayici sistemlerin uygulama prosediirleri

Dentin Baglayici Sistem Uygulama Prosedurleri ‘
Scotchbond Multi Purpose Scotchbond etchant dentin yiizeyine 15 saniye uygulanir. 15 saniye su ile ytkama
ve 5 saniye hava ile kurutma yapilir. Asit uygulanmis yiizeye Adper Scotchbond
Multi Purpose primer uygulanir. 5 saniye siire ile hafifce kurutulur. Adper
Scotchbond Multi Purpose adeziv uygulamasim takiben10 saniye siire ile 151kla

polimerize edilir.

XP Bond 15 sn asit uygulamasi ve su ile yikama yapihr . Kavite tamamen
kurutulmamalidir. Biitiin kavite yiizeyleri XP bond ile 1slatilmah géllenmeden
kacimlmahdir. XP bond Kkavite yiizeyinde 20 sn birakilmahdir. 5 sn hava
uygulamasi ile uniform ve parlak bir yiizey elde edilmelidir. En az 20 sn 151k ile
polimerizasyon yapilmahdir.

Xeno V Xeno V clickdish kabma 1-2 damla dékiiliir. 30 dakika kapah bir sekilde
kalabilir. Her seferinde tiim kavite yiizeylerini esit miktarda islatmak Kkosulu ile
iki kez uygulama yapilir. Daha sonra adesiv 20 sn boyunca dis yiizeyine
uygulanir.Hava su spreyi ile en az 5 sn hava uygulamas: ile c¢éziiciiniin
buharlagmasi saglanir. 20 sn veya daha fazla isik ile polimerizasyon saglamir

Clearfil Protect Bond 20 sn primer uygulamasim takiben hava ile hafifce kurutulur. 10 sn bonding
uygulamasi yapilir. Hafif hava ile bonding dis yiizeyine yayilir. 10 sn 1sikla

polimerizasyon saglamr.

AdheSE 30 sn’den az olmamak iizere primer uygulanir. yiizeyde sivi hareketi
goriilmeyecek sekilde kuvvetli hava verilir. Tiim yiizeyleri kaplayacak sekilde
bonding uygulanir ve ¢ok hafif hava uygulamasi yapihr. 10 sn 1s1kla

polimerizasyon saglanir.

Vitrebond Toz ve likit kismi aym 6lcekle karistirilarak dentin yiizeyine uygulamir. 30 sn

1s1kla polimerizasyon saglamir.

3.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

3.2.1. Cihaz ve Aletler

1-Laminar akim hiicre kiiltiir kabini (Tezsan) (Sekil 3.2), 2-Inkiibatér (Sanyo)
(Sekil 3.3), 3- Ters (invert) mikroskop (Leitz Wetzlar) (Sekil 3.4), 4-Calkaliyicili su
banyosu (Nlve ST402), 5-Sogutmali santriflij (Sigma 2-16K), 6-Derin dondurucu (-
20C) (Vestel F15), 7- Derin dondurucu (-80C) (Nuaire), 8-Buzdolab1 (Bosch), 9-
Manyetik karigtirict (IKA F20520162), 10-Digital fotograf — makinasi (Sony
CyberShot), 11- Pipetleme araci (Gilson F110755 ),12- Mikropipet seti (Gilson), 13-
Otoklav (Victor Recker), 14-Hassas terazi (Precise BJ 1000C), 15-Distile su cihazi
(Millipore )



Sekil 3.3:Inkiibator (Sanyo)

Sekil 3.4:Ters (Invert) mikroskop (Leitz Wetzlar)
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3.2.2. Kimyasal Malzemeler

1-L-Glutamin  Solusyonu  (Sigma  G7513), 2-Na-Piruvat  Sollsyonu
(Sigma S8636), 3-Tripan Mavisi Soliisyonu (Fluka 93595), 4-DMEM-F12 (Biological
Industries 11-170-1M), 5-Tripsin (Amresco 0458), 6-Penicilin G Sodium (Biological
Industries 41-501-25), 7- Streptomisin sulfat (Biological industries 41-502-100),
8-Gentamisin 80 mg ampul (I.E. Ulagay), 9-0.5 M EDTA (Amresco E177), 9- Fotal
sigir serumu ( Biological industries 04-007-1A),

3.2.3. Sarf Malzemeler

1-Tek kullanimlik, 5 mI’lik steril plastik pipet (TPP 94005), 2- Tek kullanimlik,
10 ml’lik steril plastik pipet ( TPP 94010), 3- 0.2 mikron’luk steril enjektor filtre
( TPP 99722), 4- 50 mI’lik steril falkon tiip (TPP 91050 ), 5- 15 ml’lik steril santrifuj
tubl (TPP 91015), 6- 6 kuyucuklu steril doku kiiltiri plagt (TPP 92006),
7- 24 kuyucuklu steril doku kiiltiirii plagt (TPP 92024), 8- 0.22 mikron’luk steril
medyum stizme filtresi ( Sartorius 0507 11107 0604053), 9- Yuvarlak lamel, 10-Tek
kullanimlik, steril plastik Pasteur pipeti (LP Italiana 135030) 11-Cam Pasteur pipeti
(Isolab 108.03.02), 12-Tek kullammlik, 25 cm?®lik steril plastik kiiltiir kaplari
(TPP 90025), 13- Tek kullanimlik, 75 cm®lik steril plastik kiiltiir kaplar1
(TPP 90075), 14- 15 mm ¢apinda yuvarlak lamel (Deckglaser C911380), 15-Lamel
(Isotherm ), 16-pH kagidi1 ( Merck Neutralit 1.09564.0003), 17- Hemasitometre lameli
(Marienfeld)

3.3. Akim Sitometrik (Flow Sitometrik) Anneksin-V-FITC/PI Boyamasinda
Kullanilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

3.3.1. Cihaz ve Aletler
1-Akim Sitometri (BD FACS Calibur) (Sekil 3.5)

3.3.2. Kitler
1-Anneksin-V-FITC (BD 556420), 2-Propidyum iodid (BD 556463)
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Sekil 3.5:Akim Sitometri (BD FACS Calibur)

3.4. Sentez Fazn Uygulamasinda BRDU-LI Boyamasinda Kulamilan Cihazlar,
Aletler, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

3.4.1. Kimyasal Malzemeler

1-Absolu Etanol (Riedel-de-Haen 32221), 2-Etanol (Riadel de Haen 32221),
3- HCI (Riedel de Haen 07102), 4-Metanol (Sigma 322415), 5-Mayer’in Hematoksileni
(Histoloji kiirsiisti yapimi1), 6-Hidrojen Peroksid (Merck 1.08597.1000), 7-PBS Tablet
(Sigma P4417), 8-Kapama solusyonu (Mounting medium; Zymed 00-8110)

3.4.2. Antikor
1- Monoklonal Fare BrDU antikoru (Zymed 18-0103)

3.4.3. Kitler
1-Boyama Kiti ( Bloklama Sollisyonu, Sekonder antikor, Yabanturpu
peroksidazi, AEC kromojen; Zymed 859743)

3.4.4. Sarf Malzemeler

1-50 ml’lik steril falkon tiip (TPP 91050 ), 2- 6 kuyucuklu steril doku kultirt
plagi (TPP 92006), 3- 24 kuyucuklu steril doku kiiltiirii plagi (TPP 92024), 4-Tek
kullanimlik, steril plastik Pasteur pipeti (LP Italiana 135030) 5-Cam Pasteur pipeti
(Isolab 108.03.02), 6- 15 mm ¢apinda yuvarlak lamel (Deckglaser C911380), 7-Lamel
(Isotherm ), 8-pH kagidi (Merck Neutralit 1.09564.0003)

3.5. Iki Boyutlu (Tek Tabakali) 3T3 Fibroblast Hiicre Kiiltiirii
3T3 Fibroblast hiicre hatti Amerika Kiiltiir Bankasi’ndan (ATCC; American Type
Culture Collection) alinmis ve 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Doku ve Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda iiretilmistir. Dulbecco’nun
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modifiye eagle medyumu ile birlikte besleyici karisim Ham’sin F12 medyumu
(DMEM-F12; Dulbecco’s Eagle’s Modified Eagle’s Medium) ve igerdigi 50 tinite/ml
penisilin ve streptomisin, 1.0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1 mM
esansiyel olmayan aminoasit, % 90; inaktive edilmis % 10 fotal sigir serumu (FBS)
3T3 Fibroblast hiicre soyu igin besi ortamini olusturmustur. Hicreler, 25 cm? ve 75
cm”lik flasklarda % 5 CO, % 95 nem iceren inkiibator ortaminda tutularak
cogaltilmistir. Hiicreler maksimum yogunluklara ulasip flaskin ylizeyini tamamen
kaplayimca, haftada en az iki kere pasajlanarak tiretilmistir. HUcrelerin % 0.25 tripsin ile
flasktan ayrilmasi saglanmigtir. Hiicreler, 5 mI’lik ve 10 mI’lik tek kullanimlik pipetler
yardimiyla (disposable) 20 ml’lik ve 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak 1500 rpm 3
dk olacak sekilde santrifiij edilmis ve iist stvinin atilmasini takiben medyumla yeniden
suspanse edilmistir. Biitiin hiicreler tek Pasteur pipeti yardimi ile bir falkon tiibiinde
olacak sekilde birlestirilmis ve hiicre sayisini saptamak amaci ile sayma kamarasina
(hemasitometre) aktarilmigtir. Sayma kamarasi ile ortama ilave edilen vital boya tripan
mavisi ile siispansiyondaki hiicrelerin hem sayis1 hem de canlilik oranlar1 belirlenmistir.
Deney protokoliine gére % 100 canli tek hiicre siispansiyonundan alman 5x10° hiicre

her kuyucuga medyum icine ekilmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiir insert Testi

Calismamizda 24 kuyucuklu kiiltiir kabina asilabilen, tabaninda 0,4 um por
genisligine sahip polietilen tereftalat membrani olan hiicre kiiltlir inserti kullanilmistir
(Sekil 3.6, Sekil 3.7) (24-Well Millicell Hanging Cell Culture Insert, 0,4 um PET;
Millipore Corporation, Billerica, MA 01821 U.S.A. Lot number:07370116)

Sekil 3.6:Hucre kiltir inserti
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Sekil 3.7:Hucre kulttr inserti polietilen tereftalat membrane

Hiicre kiiltliir insertlerinin i¢ine yerlestirilmek iizere dentin baglayici
sistemlerden (Scotchbond Multi Purpose’un Bond kismi, Protect Bond’un Bond kismi
ve Adhese’nin Bond kismi, XP Bond, Xeno V) 2 mm yiiksekliginde 5 mm genisliginde
teflon kaliplar icerisine (Sekil 3.8) mikropipet yardimi ile 40ul damlatilarak halojen 151k
kaynag1 ile (VIP, Bisco Inc., Schaumburg, IL, USA) (Sekil 3.9) polimerizasyonlari
saglanarak ornekler hazirlanmistir. Hazirlanan her bir 10 6rnegin polimerizasyonunu
takiben 151k kaynaginin giicii radyometre (Hilux Ledmax Light Curing Meter, Benlioglu
Dental Inc, Ankara, Turkey) (Sekil 3.10) ile 6l¢iilmiistiir.

Tabanma hiicrelerin yerlestirildigi 24 kuyucuklu hiicre kiiltir kaplarina
icerisinde Onceden hazirlanan polimerize edilmis dentin baglayicilarin bulundugu
insertler tagimmistir (Sekil 3.11). Test materyalleri 24 ve 72 saat 37 °C’de %5 COq
iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu siireler sonunda sitotoksik ve apoptotik

etkilerin degerlendirilmesi yapilmistir.

"SR I O L

Sekil 3.8: Calismamizda kullanmilan teflon kahip
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Sekil 3.9: Cahsmamizda kullanilan halojen 151k kaynagi (VIP, Bisco Inc., Schaumburg,
IL, USA)

Sekil 3.10: Cahsmamizda kullamlan radyometre (Hilux Ledmax Light Curing Meter,
Benlioglu Dental Inc, Ankara, Turkey)
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Sekil 3.11:Hazirlanan test materyallerinin hiicre Kiiltiir insertleri icerisinde hiicre kiltur
kaplarina uygulanmasi

Igerisinde hiicrelerin bulundugu diger 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinm igine
yerlestirilen insertlerin igerisine ise dentin baglayici sistemlerin primer kisimlari
(Scotcbond Multi Purpose Primer, Clearfil Protect Bond Primer, AdheSE Primer)
mikropipet yardimi ile 40 pl damlatilarak 24 ve 72 saat 37 °C’de %5 CO; igeren
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu siireler sonunda sitotoksik ve apoptotik etkilerin

degerlendirilmesi yapilmistir.

Hucre kiltdr insert testinde pozitif kontrol olarak HEMA kullanilmistir. HEMA
dentin baglayic1 sistemlerin primer kisimlar1 gibi insertlerin igerisine mikropipet
yardimi ile 40 pl damlatilmig 24 ve 72 saat 37 °C’de %5 CO; iceren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Bu siireler sonunda sitotoksik ve apoptotik etkilerin

degerlendirilmesi yapilmistir.

Calismamizda hiicrelerin yerlestirildigi kuyucuklara materyal icermeyen bos

insertler uygulanmis ve bu grup negatif kontrol olarak kullanilmustir.

24 ve 72 saat sonundaki sitotoksik ve apoptotik etkilerin degerlendirilmesi i¢in

hem test materyalleri hem de kontrol gruplar1 i¢in 3’er 6rnek hazirlanmistir.
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3.7. Dentin Bariyer Testi

3.7.1. Dentin Diskinin Hazirlanmasi

Dentin bariyer testinde kullanilmak tizere dentin disklerinin hazirlanmasi i¢in 168
adet ¢iirtiksiiz, kok olusumu tamamlanmis, herhangi bir anomalisi bulunmayan, agiz
icerisine slirmemis insan ii¢iincii molar digleri kullanilmistir. Cekimi takiben, disler
yumusak doku artiklar1 ve eklentilerinden arindirildiktan sonra kullanilana kadar +4°C’
de, distile su icerisinde saklanmis ve en geg 3 ay i¢inde kullanilmistir. Daha sonra disler
kuron kisimlar1 agikta kalacak sekilde akrilik bloklara gomiilmistir (Sekil 3.12).
Akrilik bloklara gomiilen disler dentin tiibiillerinin say1 ve ¢aplarinda belirli bir standart
saglayabilmek amaci ile ekvator hatlarinin 1mm altindan digin uzun aksma dik olarak,
diisiik hizda (200 devir/dk) calisan elmas bir separe ile (Isomet Saw; Buechler, Lake
Bluff, IL, USA) (Sekil 3.13) su sogutmasi altinda kesilmistir

Sekil 3.12:Orneklerin akrilik bloklara gémulmesi.
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Sekil 3.13:1somet Saw; Buechler, Lake Bluff, IL, USA

Disklerin okluzal ve pulpal yiizeylerinin karismamasi i¢in okluzal yiizeyler sabit
kalem ile isaretlenmistir. Daha sonra bu diglerden 500+£50 pm dentin kesitleri digin uzun
aksina dik olarak, diisiik hizda (200 devir/dk) ¢alisan elmas separe ile elde edilmistir
(Sekil 3.14).

Sekil 3.14:Dentin disklerinin elde edilmesi

Elde edilen bu kesitlerin hem okluzal hem de pulpal yiizeyleri #600 grit zimpara
kagidi ile piiriizsiizlestirildikten sonra kalinliklari dijital kumpas ( Mitutoyo, 1/100,
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Japonya) ile 6l¢iilmiistiir. 500+£50 um daha ince ya da daha kalin olan dentin kesitleri
kullanilmamgtir. Dentin kesitlerinin pulpa odasi iistiine gelen bdlgesinden ¢apt 6mm
olan dentin diskleri su sogutmasi altinda elmas frez ile kesilerek elde edilmistir. Test
oncesi dentin disklerinin pulpa yilizeylerine smear tabakasinin uzaklastirilmasi i¢in 30 sn
sitrik asit uygulanmistir. Disklerin okluzal yiizeyleri tekrar isaretlendikten sonra,
kullanilacagi zamana kadar serum fizyolojik iginde +4 °C’ de bekletilmistir. Testler
yapilacagi zaman, hazirlanmis olan dentin diskleri 121°C’ de 25dk otoklavda steril

edildikten sonra rastgele 7 gruba ayrilmistir.

3.7.2. Dentin Bariyer Test Diizeneginin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan dentin bariyer test diizeneginin tiim parcalar1 paslanmaz
celikten yapilmistir (Sekil 3.15). Birbirinden bagimsiz iki par¢a halinde hazirlanan
diizenekte i¢ parca dis parcanin i¢ine vidalanacak sekilde tasarlanmistir. Dis parcanin
yiiksekligi 13mm, dis ¢ap1 1 1mm, i¢ ¢cap1 9mm’dir. Dis parca tabanin da 5 mm c¢apinda
aciklik bulunmaktadir (Sekil 3.16). I¢ parcanin yiiksekligi 4,5 mm, dis ¢ap1 9mm, ic
capt Smm’dir. Di1s parcanin yan taraflarinda dentin bariyer test diizeneginin, 24
kuyucuklu hiicre kiiltiir kabma tutunmasini ve kabin tabanindan 2mm Yyiksekte
kalmasini saglamak i¢in uzantilar yapilmistir. Dentin bariyer test diizenekleri test oncesi

121°C’ de 25dk otoklavda steril edilmistir.

Sekil 3.15:Dentin bariyer test diizenegi
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Sekil 3.16:Dentin bariyer test diizenegi i¢ ve dis parcalari

3.7.3. Dentin Bariyer Test Diizenegi Orneklerinin Hazirlanmasi

6 mm c¢apinda hazirlanan dentin diskleri dig par¢canin i¢ine yerlestirilmeden 6nce
sizdirmazligi saglamak icin polivinilsiloksan light body 6l¢li materyali (Zhermack
Oranwash L, lot number:81353; Zhermack Indurent Gel, lot number: 81023)) enjektor
yardimu ile dis par¢anin taban kismindaki agikligin etrafina uygulanmistir (Sekil 3.17,
Sekil 3.18). Olgii materyali sertlesmeden dentin diskleri dis parcanin igine yerlestirilmis

daha sonra i¢ parca vidalanmistir.

Sekil 3.17:Polivinilsiloksan 6l¢ii maddesinin dentin bariyer test diizenegi dis parc¢asina
uygulanmasi
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Sekil 3.18:Polivinilsiloksan 6lcii maddesinin dentin bariyer test diizenegi dis parcasina
uygulanmis hali

Dentin diski yerlestirilmis dentin bariyer test diizeneklerine test materyali
Scotchbond Multi Purpose ve XP Bond isimli etch & rinse dentin baglayici sistemler
uygulamadan 6nce dentin yiizeyleri 15 sn Scotchbond Etchant ile asitlenmis daha sonra
steril distile su kullanilarak enjektér yardimi ile 10 saniye boyunca dentin yiizeyleri
yikanmistir. Dentin yiizeyinde kalan fazla nem puar yardimiyla uzaklastirilmistir. Diger
test materyalleri ise ( Protect Bond, AdheSE, Xeno V) self etch baglayic1 sistemler
oldugundan dolay1 dentine asitleme islemi yapilmamistir. Dentin diski yerlestirilmis
dentin bariyer test diizeneklerine test materyalleri iiretici firma Onerileri dogrultusunda
uygulanmistir. Test materyallerinin polimerizasyonu i¢in halojen 151k kaynagi
kullanilmistir. Hazirlanan her bir 10 6rnek sonrasi 1s1k kaynaginin giicli radyometre ile

Olclilmiistiir.

Test materyallerinin uygulanmasi sonrasi dentin bariyer test diizenekleri her bir
kuyucuguna daha Onceden hiicrelerin yerlestirildigi 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina dikkatli bir sekilde tasmarak, kuyucuk igerisinde bulunan medyumun dentin

disklerinin pulpa ylzeyine temas etmesi saglanacak sekilde uygulanmistir. (Sekil 3.19).

Calismamizda 1gikla sertlesen bir recine modifiye cam iyonomer simani
(Vitrebond) dentin bariyer testinde pozitif kontrol maddesi olarak kullanilmstir.

Ureticinin &nerileri dogrultusunda hazirlanan Vitrebond fulvar yardimi ile dentin
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yiizeylerine uygulanmis ve halojen 151k kaynagi ile polimerizasyonu saglanmistir (Tablo

3.2).

Calismamizda dentin diski yerlestirilmis fakat hi¢ bir materyal uygulanmamis
dentin bariyer test dizeneklerinin hiucre igeren kuyucuklara yerlestirilmesi negatif

kontrol grubu olarak kullanilmistir.

24 ve 72 saat sonunda sitotoksik ve apoptotik etkilerin degerlendirilmesi igin
hem test hem de kontrol gruplari icin 3’er adet dentin bariyer test diizenegi

hazirlanmstir.

Sekil 3.19:Bariyer test diizeneklerinin hiicre kiiltiirlerine yerlestirilmesi

24 saat ve 72 saatlik degerlendirme i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan test materyalleri ve
kontrol gruplarini igeren dentin bariyer test dizenekleri 24 kuyucuklu hicre kultur
kaplarma uygulanmistir. Daha sonra bu kaplar 24 ve 72 saatlik siirelerle 37 °C’de %5
CO; iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu siireler sonunda sitotoksik ve

apoptotik etkilerin degerlendirilmesi yapilmigtir

3.8. Toplam Hiicre Sayisi Tayini

Deneyler icin test ve kontrol grubuna ait materyaller uygulanmadan 6nce % 100
canli tek hiicre slispansiyonundan 5x10° 3T3 fibroblast hiicre hatti 24 ve 72 saatlik her
bir test icin DMEM-F12 medyumu igeren 3’er kuyucuga ekilmistir. Daha sonra test ve
kontrol materyalleri hiicre kiltur insert testi icin insertlere, dentin bariyer testi icin ise
dentin bariyer test diizenegine yerlestirilerek kuyucuklar igindeki hiicreler iizerine

uygulanmis ve 24 ve 72 saatlik siirelerle inkiibator ortaminda tutulmustur. Belirtilen
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stireler sonunda hiicreler toplanmigs ve sayma kamarasi (hemasitometre, Naubauer,

Germany) ile sayilmistir (156).

3.9. Iki Boyutlu Hiicre kiltiirlerinde Anneksin-V-FITC/PI Boyamasi ile Apoptoz
Tayini

Deneyler igin test ve kontrol grubuna ait materyaller uygulanmadan 6nce % 100
canli tek hiicre siispansiyonundan 5x10° 3T3 fibroblast hiicre hatt1 24 ve 72 saatlik her
bir test icin DMEM-F12 medyumu igeren 3’er kuyucuga ekilmistir. Daha sonra test ve
kontrol materyalleri hiicre kiltlr insert testi i¢in insertlere, dentin bariyer testi igin ise
dentin bariyer test diizenegine yerlestirilerek kuyucuklar i¢indeki hiicreler {izerine
uygulanmis ve 24 ve 72 saatlik siirelerle inkiibator ortaminda tutulmustur. Belirtilen
stireler sonunda hiicreler toplanmis ve sayma kamarasit (hemasitometre, Naubauer,
Germany) ile sayilmis, PBS ile iki defa yikanmis ve apoptoz kitinde bulunan baglama
tamponu (0.01 M HEPES, 0.14 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,) eklenerek siispansiyon
haline getirilmistir. Baglama soliisyonu i¢indeki hiicre siispansiyonuna (100 pl
baglama soliisyonu icinde 1x10° hiicre) 5 pl FITC-etiketli Anneksin-V-FITC ve vital
boya olan propidyum iodid (PI) ile oda isisinda karanlikta 15 dakika bekletilmistir.
Sonra Anneksin-V-FITC ve PI ile verdigi floresans BD FACS Calibur adli akim
sitometre cihazi ile Sl¢iilmiistiir. Sonuglar CellQuest ve WinMDI adli analiz programlari
ile degerlendirilmis ve kontrol grubuna gére test materyallerinin 610, canli ve apoptotik

hiicre oranlar1 tizerine etkileri saptanmustir (157,158).

3.10. iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirlerinde Bromodeoksiiiridin (BrDU) Isaretleme
Indeksi

Yuvarlak lameller 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alkolle yakilarak steril bir
sekilde yerlestirilmistir. Kuyucuk basmna 70.000 hiicre proliferasyon deneylerindeki her
bir test (hiicre kiiltiir insert ve dentin bariyer)ve her bir zaman aralig1 (24 ve 72 saat)
icin 4 lamel tlizerine ekilmis ve hiicrelerin yapismasi i¢in 3 saat beklenmistir. Hiicreler
yapistiktan sonra her bir kuyucuga hiicreleri kaldirmadan 1 ml medyum konmustur. Her
24 saat sonunda hiicrelere 20 pM BrDU uygulanmis ve hiicreler 1 saat inkiibatdrde
bekletilmistir. Medyum uzaklastirildiktan sonra 1 ml PBS konmus ve 15 dakika 37
°C’lik etiivde bekletilmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra % 70 etanolde 30 dakika -
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20 °C’de 30 dakika bekletilerek hiicreler tespit edilmistir. Lameller, etanol
uzaklastirildiktan sonra oda 1sinda (22-25 °C) kurutulmustur.

Lameller PBS’de 20 dakika bekletildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini
durdurmak i¢in metanolle hazirlanmis % 0.5 H,0; ‘de oda 1sisinda 20 dakika karanlikta
tutulmustur. Metanol uzaklastirildiktan sonra 3 defa PBS ile yikanmis ve DNA
denatiirasyonu icin 2N HCI’de 30 dakika 37 °C’lik etiivde bekletilmistir. PBS ile 3
defa yikandiktan sonra spesifik olmayan baglanmay1 engellemek i¢in 10 dakika kitin
icinde olan serum ile oda 1sisinda 15 dakika bekletilmistir ve serum uzaklastirildikan
sonra yikama yapilmadan birincil antikor olan fare monoklonal BrDU antikoru ile 1
saat nemli ortamda oda 1sisinda bekletilmistir. PBS ile yikandiktan sonra ikincil antikor
olan genis spektrumlu biotinlenmis kegi anti-fare antikoru ile 15 dakika nemli ortamda
oda 1sisinda bekletilmis, tekrar PBS ile yikanmig ve yaban turbu streptavidin
peroksidazla nemli ortamda oda 1sisinda 15 dakika bekletilmistir. PBS ile yikandiktan
sonra AEC kromojen oda isisinda karanlikta 1sikk mikroskobunda renk olusumu
izlenerek 15 dakika bekletilmis ve distile su ile yikanmistir. Lameller Ehrlich
Hematoksilen ile 5 dakika zemin boyasi yapildiktan sonra ¢esme suyunda 10 dakika
bekletilmis ve daha sonra distile suya alinmistir. Lameller kuyucuklardan cikartilarak
AEC kromojen ile uyumlu kapatici1 (Mount) ile lam {istiine kapatilmistir. Cekirdekleri
kirmizi ile boyanmis hiicreler BrDU-LI pozitif kabul edilmis, 151k mikroskobunda dijital
kamera kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmis ve her bir gruba ait preperatta 30 alan

sayilarak isaretli hiicre orani/toplam hiicre oran1 % olarak belirlenmistir (159).

3.11. Taramah Elektron Mikl;OSkObU (SEM) 1ile Test Materyallerinin Hiicre
Morfolojisine Etkilerinin U¢ Boyutlu Olarak incelenmesi

Yuvarlak lameller 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alkolle yakilarak steril bir
sekilde yerlestirilmistir. Kuyucuk basmma 70.000 hiicre proliferasyon deneylerindeki her
bir test (hiicre kiltdr insert ve dentin bariyer) ve 72 saatlik zaman icin 4 lamel Gzerine
ekilmis ve hiicrelerin yapigmasi i¢cin 3 saat beklenmistir. Hiicreler yapistiktan sonra her
bir kuyucuga hiicreleri kaldirmadan 1 ml medyum konmustur. Daha sonra test ve
kontrol materyalleri hiicre kiltlr insert testi icin insertlere, dentin bariyer testi icin ise
dentin bariyer test diizenegine yerlestirilerek kuyucuklar igindeki hiicreler iizerine
uygulanmigtir.

72 saatlik siire sonunda hiicreler medyumlar1 ¢ekilip atildiktan sonra iizerlerine

% 2.5’luk gluteraldehid konularak 40 dakika 4 °C’de bekletilerek tespit edilmistir. PBS
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ile 2 defa 10 dakika yikandiktan sonra osmik asitte (osmium tetroksid) 1 saat 4 °C’de
bekletilerek ikinci defa tespit edilmistir. PBS ile 2 defa 10 dakika yikanmis ve sirasiyla
artan etanol serilerinde ( % 30, %50, %70, %90 ve %100 etanol) 10 dakika,1/3
oraninda hazirlanmis amilasetat/alkol karisiminda 10 dakika, 1/1 oraninda hazirlanmig
amilasetat/alkol karisgiminda 10 dakika, 3/1 oraninda hazirlanmig amilasetat/alkol
karigimmda 10 dakika, saf amilasetatta oda 1sisinda 1 saat bekletilmistir. Parcalar
kurutma cihazi yardimiyla kurutulmus, kaplama cihazinda altinla kaplanmis ve

hiicrelerin {i¢ boyutlu yapis1 SEM’de incelenmistir (160).

3.12. Istatistiksel Yéntem

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS 2008 Statistical Software
(Utah, USA) programi kullanilmistir. Hiicre kiiltiir insert testi ve dentin bariyer testi ile
24 ve 72 saat sonunda her bir test ve kontrol gruplar i¢in elde edilen hiicre sayilari,
apoptotik hiicre oranlar1 ve proliferasyona ugrayan hiicre oranlar1 her bir zaman grubu
icin kendi icinde Kruskal Wallis testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Bu
karsilastirma sonunda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmasi durumunda test
materyalleri ve kontrol gruplarina ait degerlerin birbiri ile ikili kiyaslamas1 ise Mann
Whitney U testi ile yapilmistir. Hiicre kiiltiir insert testi ve dentin bariyer testi ile 24 ve
72 saat sonunda her bir test ve kontrol gruplar1 i¢in elde edilen hiicre sayilari, apoptotik
hiicre oranlar1 ve proliferasyona ugrayan hiicre oranlar1 icin elde edilen degerlerinin
birbiri ile kiyaslanmasi Mann Whitney U testi ile yapilmistir. Kullanilan bu istatistiksel
testlerde p degeri 0.05°den kiiclik olan degerler i¢in fark istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Toplam Hiicre Sayis1 Tayini
4.1.1. Hiicre Kiiltiir insert Testinde Toplam Hiicre Sayis1 Bulgular

4.1.1.1. 24 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir insert Testinde Toplam Hiicre Sayisi
Bulgulan

Hicreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan
dentin baglayicilarma (AdheSE, Protect Bond , Scotchbond MP), primer ve bonding
kisimlart birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kultur
insertin bos olarak hiicreler tizerine uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve hiicre kulttr
insert icine HEMA’nin konularak uygulandigi pozitif kontrol grubuna ait 24 saat
sonundaki toplam hiicre sayilar1 Tablo 4.1°de gdsterilmektedir.

Tablo 4.1: Huicre kiltlru insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin toplam hiicre
sayllarinin degerlendirilmesi

Insert Hiicre Sayisi (x10%) .
(24 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 8,67+0,33 9

Kontrol (HEMA)? 2,33+0,33 2

AdheSE Bond?® 7,00+0,00 7

AdheSE Primer* 0,67+0,3 1

Protect Bond Bond® 4,00+0,00 4

Protect Bond Primer® 1,00+0,00 1 00017
Scotchbond MP Bond’ 3,67+0,88 4

Scotchbond MP Primer® 1,000,00 1

Xeno V? 3,00+0,58 3

Xp Bond®™ 0,67+0,33 1

* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hicre kaltard insert testinde 24 saat sonunda kontrol gruplari ile test
materyalleri hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml farklilik
bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan ikili

karsilagtirmalar Tablo 4.2’de gOrilmektedir.
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24 saat sonunda hucre kultir insert testi sonucunda elde edilen toplam hiicre
sayist bulgular1 degerlendirildiginde en az sayida hiicre 2 asamali dentin baglayici
sistemlerin primer kisimlarinda bulunmustur. Negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
diger test materyalleri ve pozitif kontrol grubuna oranla AdheSE bond grubunda en
fazla sayida toplam hiicre tespit edilmistir.

Ayn1 zamanda tiim test materyalleri, pozitif ve negatif kontrol gruplari i¢in elde
edilen toplam hiicre sayisi istatistiksel olarak degerlendirildiginde primer ve bonding
kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarinda, primer ve bonding kisimlari
birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda negatif kontrol grubundan anlamli olarak
daha az sayida hiicre tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.3)

HEMA uygulanan grup (pozitif kontrol) ile kiyaslandiginda uygulanan dentin
baglayic1 sistemlerin primer kisimlarinda (AdheSE primer, Protect Bond primer,
Scotchbond MP primer) ve Xp Bond’da anlamli olarak daha az sayida canli hiicre
bulunmustur. Diger yandan dentin baglayici sistemlerin bonding kisimlar1 (AdheSE
bond, Protect Bond bond, Scotchbond MP bond) ve Xeno V’e ait hiicre sayilarinin
HEMA uygulanmis pozitif kontrol grubundan daha fazla oldugu tespit edilmistir.
HEMA ile Protect Bond bond kismi ve AdheSE bond kismi arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamlilik sergilerken, (p<0.05), Scotchbond MP bond kismi ve
Xeno V ile HEMA arasinda hiicre sayisinda farklilik istatistiksel olarak anlamlilik
gostermemistir.

24 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina
ait hiicre sayilarmin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili kiyaslamalar1 yapildiginda
dentin baglayici sistemlerin primer kisimlarinda bu baglayici sistemlerin bonding
kisimlarindan anlamli olarak daha az sayida hiicre tespit edilmistir. Diger yandan dentin
baglayicilarin primer kisimlarinda Xeno V den anlamli olarak daha az sayida hiicre

g6zlemlenirken, XP bond ile aralarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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Tablo 4.2: Hiicre kiiltiirii insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin ikili hiicre sayisi

karsilastirmalar
Insert Hiicre Sayst (x10%)
(24 Saat) " Acitklama
p
Kontrol (Bos)*/ Kontrol (HEMA)? 0,043*
Kontrol (Bos)"/ AdheSE Bond® 0,034*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer* 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Bond® 0,034*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Primer® 0,034*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Bond’ 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Primer® 0,034*
Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond*® 0,043*
Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Bond® 0,034*
Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Primer* 0,043*
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Bond® 0,034* 152,34,5.6,7,8.9,10
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer® 0,034* 3>2,4,5,6,7,8,9,10
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’ 0,246 5>2,4,68,10
2,7,9>4,6,8,10
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer® 0,034*
Kontrol (HEMA)?/ Xeno V° 0,346
Kontrol (HEMA)? Xp Bond® 0,043*
AdheSE Bond® / AdheSE Primer* 0,034*
AdheSE Bond® / Protect Bond Bond® 0,025*
AdheSE Bond® / Protect Bond Primer® 0,025*
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’ 0,037*
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer® 0,025*
AdheSE Bond® / Xeno V* 0,037*
AdheSE Bond® / Xp Bond™® 0,034*
AdheSE Primer” / Protect Bond Bond® 0,034*

AdheSE Primer” / Protect Bond Primer® 0,317
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AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno VV*

AdheSE Primer* / Xp Bond™®

Protect Bond Bond®/ Protect Bond Primer®
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond™®

Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer®/ Xeno V°

Protect Bond Primer®/ Xp Bond™

Scotchbond MP Bond'/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond'/ Xeno V*

Scotchbond MP Bond'/ Xp Bond™

Scotchbond MP Primer® Xeno V°

Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond™®

Xeno V? /Xp Bond™

0,046*
0,317
0,046*
1,000
0,025*
1,000
0,025*
0,121
0,034*
0,037*
1,000
0,037*
0,317
0,037*
0,500
0,046*
0,037*
0,317

0,046*

** Mann Whitney U Test * p<0.05



Tablo 4.3: Hucre kultlrt insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin toplam hicre
sayllar1 icin ikili olarak istatistiksel anlamhhklarinin (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh

degil )

Kontrol Bog

Kontrol Herna

Kontrol Bog

KontrolHema

Ldhege Bond

Ldhese Primer

Protect Bond
Bond

Protect Bond
Priter

Seotchbond WP
Bond

Scothbond WP
Pritner

Hemo ¥

XF Bond
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Lihess Bond

Ldhege Primer

NS

NS

Protect Bond Bond

Protect Bond Primer

Seotchbond WP
Bond

NS

Seotthond WP
Prituer

Zeno ¥

NS

ZP Bond

3

* Mann Whitney U Test*

p=0.05

4.1.1.2.72 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir insert Testinde Toplam Hiicre Sayisi
Bulgulan

Hiicreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan

dentin baglayicilarma (AdheSE, Protect Bond, Scotchbond MP), primer ve bonding

kisimlart birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kiltur

insertin bos olarak hiicreler lizerine uygulandigi negatif kontrol grubuna ve hiicre kiiltiir

insert icine HEMA’nin konularak uygulandigi pozitif kontrol grubuna ait 72 saat

sonundaki toplam hiicre sayilar1 Tablo 4.4’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.4: Hucre kultlru insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin toplam hcre
sayllarinin degerlendirilmesi

Insert Hiicre Sayisi (x10°) .

(72 Saat) Ort+SE Medyan P
“Kontrol (Bos) 83303 8

Kontrol (HEMA)? 2,67+0,33 3

AdheSE Bond® 2,330,33 2

AdheSE Primer? 1,00+0,00 1

Protect Bond Bond® 1,000,00 1

Protect Bond Primer® 0,00+0,00 0 0,002**

Scotchbond MP Bond’ 3,67+0,88 4

Scotchbond MP

L 0,67+0,33 1

Primer

Xeno V° 2,3340,33 2

Xp Bond*® 1,33+0,33 1
* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hiicre kiiltlirii insert testinde 72 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test
materyallerinin hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan ikili

karsilagtirmalar Tablo 4.5’de goriilmektedir.

72 saat sonunda toplam hiicre sayis1 degerlendirildiginde 2 asamali dentin
baglayici sistemlerden Protect Bond’un primer kisminda en az sayida hiicre tespit
edilmistir. Protect Bond primerden sonra Protect Bond bond kismi, AdheSE primer, XP
Bond ve Scotchbond MP primerde en az sayida hiicre izlenmistir. En fazla sayida hiicre
ise 2 asamali dentin baglayic1 sistemlerden Scotchbond MP’un bond kisminda

gbzlenmistir.

Ayn1 zamanda 72 saat sonunda tim test materyalleri, pozitif ve negatif kontrol
gruplar1 i¢in elde edilen toplam hiicre sayisi istatistiksel olarak degerlendirildiginde

primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarinda, primer ve
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bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda negatif kontrol grubundan

anlamli olarak daha az sayida hiicre tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.6)

HEMA uygulanan grup (pozitif kontrol) ile kiyaslandiginda uygulanan dentin
baglayict sistemlerin primer kisimlarinda (AdheSE primer, Protect Bond primer,
Scotchbond MP primer) ve Protect Bond bond kisminda istatistiksel diizeyde anlaml
olarak daha az sayida canli hiicre bulunmustur(p<0.05). Diger yandan Scotchbond’un
bond kisminda HEMA pozitif kontrol grubuna kiyasla daha fazla hiicre tespit

edilmesine ragmen bu farklilik istatistiksel olarak bir anlamlilik sergilememistir.

72 saat sonunda primer ve bonding kisimlari ayri olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina
ait hiicre sayilarmin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili kiyaslamalar1 yapildiginda
dentin baglayict sistemlerin primer kisimlarinda bu baglayici sistemlerin bonding
kisimlarindan anlamli olarak daha az sayida hiicre tespit edilmistir. Diger yandan dentin
baglayicilarin primer kisimlarinda Xeno V’ den istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha az sayida hiicre gozlemlenirken, XP Bond’un ise sadece Protect Bond un primer

kismindan anlamli olarak daha fazla sayida hiicre canlilig1 sergiledigi goriilmiistiir.
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Tablo 4.5: Huicre kulturd insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin ikili toplam hiicre
sayis1 karsilastirmalari

Insert Hiicre Sayst (x10%)

(72 Saat) " Aciklama
p

Kontrol (Bos)'/ Kontrol (HEMA)? 0,043*

Kontrol (Bos)"/ AdheSE Bond® 0,043*

Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer* 0,034*

Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Bond® 0,034*

Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Primer® 0,034*

Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Bond’ 0,046*

Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Primer® 0,043*

Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,043*

Kontrol (Bos)'/ Xp Bond*® 0,043*

Kontrol (HEMA)Y AdheSE Bond? 0,456

Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Primer* 0,034*

Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Bond® 0,034*

Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer® 0,034* 12122512;23010

Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’ 0,369 237.9>4583

Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer® 0,043*

Kontrol (HEMA)?/ Xeno V° 0,456

Kontrol (HEMA)? Xp Bond® 0,068

AdheSE Bond® / AdheSE Primer* 0,034*

AdheSE Bond® / Protect Bond Bond® 0,034*

AdheSE Bond® / Protect Bond Primer® 0,034*

AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’ 0,246

AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer® 0,043*

AdheSE Bond® / Xeno V* 1,000

AdheSE Bond® / Xp Bond™® 0,099

AdheSE Primer” / Protect Bond Bond® 1,000

AdheSE Primer” / Protect Bond Primer® 0,025*
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AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno VV*

AdheSE Primer* / Xp Bond™®

Protect Bond Bond®/ Protect Bond Primer®
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond™®

Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer®/ Xeno V°

Protect Bond Primer®/ Xp Bond™

Scotchbond MP Bond'/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond'/ Xeno V*

Scotchbond MP Bond'/ Xp Bond™

Scotchbond MP Primer® Xeno V°

Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond™®

Xeno V? /Xp Bond™

0,037*
0,317
0,034*
0,317
0,025*
0,037*
0,317
0,034*
0,317
0,037*
0,114
0,034*
0,034*
0,046*
0,246
0,072
0,043*
0,197

0,099

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.6: Hucre kultlrt insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin toplam hicre
sayilar icin ikili olarak istatistiksel anlamhliklarimin karsilagtirmalar: (*S: Anlamh
p<0.05, NS:Anlamh degil)

KontiolBog | KontolHera | AdheseBond | Adhese Primer |ProtectBond  |ProtectBond | Scotckbord MP | Scottbond WP | Zeno W ZP Bond
Bond Priraer Bond Prireer
Kontrol Bog 5 3 3 5 5 g
Kontrol Hema s 3 H3 3 N3 N3

Adhese Bond 3 H3 3 M3 M3
Adhege Pritner 5 N3 M3
Protect Bond Bond N3 5 N3
Protect Bond 3 3 3 N3 5 3
Priter

Seotehbond WP 3 Ha M3 3 M3 M3
Bond

Seothbond WP 3 3 3 5 W3
Primer

Hemn ¥V 3 N3 H3 3 s 3 H3 3 N3
ZP Bond 3 M3 H3 N3 N3 3 H3 N3 M3

*FMann Whitney U Test* p=0.05

4.1.1.3. Hiicre Kiiltiirii insert Testinde 24 saat ve 72 Saatlik Gruplarda
Materyallerin Hiicre Sayillarinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.1’de materyallerin 24 ve 72 saat sonunda toplam hiicre sayilari, Tablo
4.7°de materyallerin 24 ve 72 saat sonunda toplam hiicre sayilarinin istatistiksel olarak

karsilagtirmalar1 gosterilmektedir.
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Tablo 4.7: Hucre kultlrd insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin
toplam hiicre sayllarimin degerlendirilmesi

Hiicre Saysi (x10%)
Insert 24 saat 72 saat “p
Ort+SE (Medyan)  Ort£SE (Medyan)
Kontrol (Bos)" 8,67+0,33 (9) 8,33+0,33 (8) 0,456
Kontrol (HEMA)? 2,330,33 (2) 2,67+0,33 (3) 0,456
AdheSE Bond® 7,00£0,00 (7) 2,330,33 (2) 0,034*
AdheSE Primer* 0,67+0,3 (1) 1,0040,00 (1) 0,317
Protect Bond Bond® 4,00+0,00 (4) 1,0040,00 (1) 0,025*
Protect Bond Primer® 1,00+0,00 (1) 0,0040,00 (0) 0,025*
Scotchbond MP Bond’ 3,67+0,88 (4) 3,67+0,88 (4) 1,000
Scotchbond MP Primer® 1,00+0,00 (1) 0,67+0,33 (1) 0,317
Xeno V° 3,0040,58 (3) 2,3310,33 (2) 0,346
Xp Bond*® 0,67+0,33 (1) 1,33+0,33 (1) 0,197
** Mann Whitney U Test *p<0.05

Primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarma, primer
ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina, pozitif ve negatif kontrol
grubuna ait 24 ve 72 saat sonundaki canli hiicre sayilar1 kiyaslandiginda AdheSE’nin
bond kisminin, Protect Bond un hem bond hem de primer kisminin siire artisiyla orantilt
olarak canli hiicrelerde anlamli diizeyde azalmaya neden oldugu tespit edilmis,

dolayisiyla bu materyallerin sitotoksik etkisinin zamanla arttig1 izlenmistir.

Hiicre Sayisi

-
o

O =2 N W » OO O N O O
PR T SR T T TR S S

L i

[= 24 saat m 72 saat |

! |

Kontrol (Bos)
Kontrol
(HEMA)

AdheSE Bond

Protect Bond

Bond
Protect Bond
Primer
Scotchbond
MP Bond
Scotchbond

MP Primer
XenoV
Xp Bond

=1
[}
8 AdneSE Primer

Sekil 4.1: Hicre kulturd insert testinde materyaller uygulandiktan 24 ve 72 saat sonra
toplam hiicre sayis1 degerleri
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4.1.2. Dentin Bariyer Testinde Toplam Hucre Sayis1 Bulgular

4.1.2.1. 24 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde Toplam Hiicre Sayis1 Bulgular
Hiicreler ekildikten sonra dentin diski tizerine dentin baglayicilarin uygulanarak
hiicreler lizerine yerlestirildigi deney gruplarina, dentin disklerinin hiicreler iizerine bos
olarak uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli re¢ine modifiye cam
iyonomer kaide materyalinin dentin diski iizerine yerlestirilerek hiicreler {izerine
uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait 24 saat sonundaki toplam hiicre sayilar1 Tablo
4.8’de gosterilmektedir.

Tablo 4.8: Hucre kultlir dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin toplam
hiicre sayllarimin de@erlendirilmesi

Dentin Bariyer Hiicre Sayisi (x10%) .
(24 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 9,67+0,33 10
Kontrol (Vitrebond)? 4,67+0,33 5
AdheSE® 8,000,58 8
Protect Bond* 4,00+0,58 4 0,007**
Scotchbond MP® 3,33%0,33 3
Xeno V° 6,00+0,58 6
Xp Bond’ 5,67+0,33 6
* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Dentin bariyer testinde 24 saat sonunda kontrol gruplarmm ve test
materyallerinin hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan ikili

karsilagtirmalar Tablo 4.9°da goriilmektedir.

24 saat sonunda dentin bariyer testinden elde edilen toplam hiicre sayisi
bulgular1 degerlendirildiginde en fazla hiicre AdheSE grubunda, en az sayida hiicre ise
Scotchbond MP ve Protect Bond grubunda tespit edilmistir. 24 saat sonunda tiim test
materyalleri, negatif ve pozitif kontrol gruplari i¢in elde edilen toplam hiicre sayilari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde AdheSE disindaki diger tiim dentin baglayicilar
negatif kontrol grubundan anlamli diizeyde hiicre sayisinda daha fazla azalmaya neden
olmuslardir (p<0.005).

Vitrebond uygulanan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda AdheSE dentin

baglayicisina ait canli hiicre sayisinin anlamli olarak daha yiliksek oldugu bulunmustur.
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Diger yandan AdheSE disindaki diger dentin baglayicilarla Vitrebond arasinda hiicre

sayilar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p<0.005).

Uygulanan dentin baglayici sistemlere ait 24 saat sonundaki hiicre sayilari
birbirleri ile kiyaslandiginda (Tablo 4.10) AdheSE test materyaline ait canli hiicre sayis1
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diger dentin baglayicilardan daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bunun yaninda Scotchbond MP ait hiicre sayisimin ise Protect Bond
disindaki diger tiim dentin baglayicilardan anlamli diizeyde daha az oldugu
saptanmustir.

Tablo 4.9:Hucre kultird dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin toplam
hiicre sayisi icin ikili istatistiksel karsilagtirmalari

Hiicre Sayist (x10%)
Dentin Bariyer
Aciklama
(24 Saat)
“p
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (Vitrebond)? 0,043*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,072
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP® 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,043*
Kontrol (Vitrebond)?/AdheSE? 0,046*
Kontrol (Vitrebond)? Protect Bond* 0,346
Kontrol (Vitrebond)?/Scotchbond MP° 0,068
Kontrol (Vitrebond)?/Xeno V° 0,105 1>2,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)?Xp Bond’ 0,099 3>2,4,5,6,7
AdheSE? / Protect Bond* 0,050* 5<6,7
AdheSE? /Scotchbond MP° 0,046*
AdheSE® /Xeno V° 0,046*
AdheSE? /Xp Bond’ 0,046*
Protect Bond* /Scotchbond MP® 0,346
Protect Bond” /Xeno V° 0,077
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,072
Scotchbond MP® /Xeno V° 0,046*
Scotchbond MP® /Xp Bond’ 0,043*
Xeno V° /Xp Bond’ 0,637

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.10: Huicre kultiru dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin toplam
hiicre sayilan icin ikili olarak istatistiksel anlamhliklarinin karsilastirmalar1 (*S: Anlamh

p<0.05, NS:Anlamh degil)

-

Eontrol Bog

Eontrol Vitrebend

Adhese

Protect Bond

Scotchbond WP

Hene W

Vllit::‘:::d Adhese Protect Bond Scotchbond WP HenoV | XKFPBond
NS 3 3 3 3
s s s s
3 3 3
s s

HPBond

** Mann Whitney U Test* p=0.05

4.1.2.2. 72 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde Toplam Hticre Sayis1 Bulgulari

Hiicreler ekildikten sonra dentin diski iizerine dentin baglayicilarin uygulanarak

hiicreler iizerine yerlestirildigi deney gruplarina, dentin disklerinin hiicreler iizerine bos

olarak uygulandigi negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli regine modifiye cam

iyonomer kaide materyalinin dentin diski {izerine yerlestirilerek hiicreler iizerine

uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait 24 saat sonundaki toplam hiicre sayilar1 Tablo

4.11°de gosterilmektedir.

Tablo 4.11: Hicre kulturd dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta materyallerin toplam
hiicre sayilarimin de@erlendirilmesi

Dentin Bariyer Hiicre Sayisi (x10%) .

(72 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)* 6,67+0,33 7

Kontrol (Vitrebond)? 2,3340,33 2

AdheSE® 5,33+0,88 5

Protect Bond* 3,67+0,33 4 0,008**
Scotchbond MP® 2,67+0,33 3

Xeno V° 3,67+0,33 4

Xp Bond’ 1,67+0,33 2

* Kruskal Wallis Testi

% <0.01
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Dentin bariyer testinde 72 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test materyallerinin
hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir
(p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar

Tablo 4.12°de goriilmektedir.

72 saat sonunda dentin bariyer testinden elde edilen toplam hiicre sayisi
bulgular1 degerlendirildiginde en fazla hiicre AdheSE dentin baglayici grubunda, en az
sayida hiicre ise XP Bond dentin baglayic1 grubunda tespit edilmistir. 72 saat sonunda
tiim test materyalleri, negatif ve pozitif kontrol gruplari igin elde edilen toplam hicre
sayilar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde AdheSE disindaki diger tiim dentin
baglayicilar negatif kontrol grubundan anlamli diizeyde hiicre sayisinda daha fazla

azalmaya neden olmuslardir (p<0.005).

Vitrebond uygulanan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda AdheSE dentin
baglayicisina ait canli hiicre sayisiin anlamli olarak daha yiliksek oldugu bulunmustur.
Diger yandan AdheSE disindaki diger dentin baglayicilarla Vitrebond arasinda hiicre

sayilar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p<<0.005).

Uygulanan dentin baglayic1 sistemlere ait 72 saat sonundaki hiicre sayilari
birbirleri ile kiyaslandiginda ( Tablo 4.13) XP Bond grubuna ait hiicre sayisinin
Scotchbond MP disindaki diger tiim dentin baglayicilardan anlamli diizeyde daha az
oldugu saptanmistir. Diger yandan Scotchbond MP dentin baglayicisinin yalniz AdheSe
dentin baglayicisindan anlamli diizeyde daha fazla hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu, AdheSE disindaki diger dentin baglayicilar ile Scotchbond MP arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi saptanmustir.
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Tablo 4.12: Dentin bariyer kiltur testinde 72 saatlik grupta materyallerin toplam hiicre
sayisi icin ikili karsilagtirmalari

) ) Hiicre Sayist (x10%)
Dentin Bariyer

(72 Saat) - Aciklama
p
“Kontrol _ (Boy)/ __ Kontrol
(Vitrebond)? 0,043
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,246
Kontrol (Bos)/ Protect Bond* 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP? 0,043*
Kontrol (Bos)*/ Xeno V° 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,043*
Kontrol (Vitrebond)*/AdheSE? 0,046*
Kontrol (Vitrebond)? Protect
Bongd" 0,068
Kontrol (Vitrebond)?/Scotchbond
MPS 0,456 1>2,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)?/Xeno V° 0,068 >esT
Kontrol (Vitrebond)?Xp Bond’ 0,197 =40
AdheSE® / Protect Bond* 0,105
AdheSE® /Scotchbond MP® 0,046*
AdheSE?® /Xeno V° 0,105
AdheSE?® /Xp Bond’ 0,046*
Protect Bond* /Scotchbond MP® 0,099
Protect Bond” /Xeno V® 1,000
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,043*
Scotchbond MP® /Xeno V° 0,099
Scotchbond MP? /Xp Bond’ 0,099
Xeno V*° /Xp Bond’ 0,043*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.13: Hucre kultiru dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta materyallerin toplam
hiicre sayilan icin ikili olarak istatistiksel anlamhhiklarinin karsilastirmalari (*S: Anlamh
p<0.05, NS: Anlamh degil)

Vlii::;:jlld Adhese Protect Bond Scotchbond MP XeneV | XPBond
EKontrel Vitrebond 5 s NE NE NE
Adhese 3 Nz 3
Protect Bond N3 3

Scotchbond WP

4.1.2.3. Hucre Kilttrt Dentin Bariyer Testinde 24 saat ve 72 Saatlik Gruplarda
Materyallerin Hiicre Sayillarinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.2’de materyallerin 24 ve 72 saat sonunda toplam hiicre sayilari, Tablo
4.14°de materyallerin 24 ve 72 saat sonunda toplam hiicre sayilarinin istatistiksel olarak
karsilastirmalar1 gosterilmektedir.

Tablo 4.14:Dentin bariyer kiltlr testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin
hiicre sayilarimin de@erlendirilmesi

Hiicre Sayisi (x10%)
Dentin Bariyer 24 saat 72 saat p
Ort£SE (Medyan) Ort£SE (Medyan)
Kontrol (Bos)* 9,67+0,33 (10) 6,67+0,33 (7) 0,043*
Kontrol (Vitrebond)? 4,67+0,33 (5) 2,3310,33 (2) 0,043*
AdheSE? 8,00+0,58 (8) 5,33+0,88 (5) 0,077
Protect Bond* 4,00+0,58 (4) 3,67+0,33 (4) 0,637
Scotchbond® 3,330,33 (3) 2,67+0,33 (3) 0,197
Xeno V° 6,00+0,58 (6) 3,67+0,33 (4) 0,046*
Xp Bond’ 5,67+0,33 (6) 1,67+0,33 (2) 0,043*
** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Uygulanan dentin baglayicilar, pozitif ve negatif kontrol grubuna ait 24 ve 72
saat sonundaki canli hiicre sayilar1 kiyaslandiginda Xeno V ve XP Bond dentin
baglayicilarinin siire artisiyla orantili olarak canli hiicrelerde istatistiksel olarak anlaml
dizeyde azalmaya neden oldugu tespit edilmis, dolayisiyla bu materyallerin sitotoksik

etkisinin zamanla artt1g1 izlenmistir.

Hiicre Sayisi

INTHM

Kontrol (Bos) Kontrol AdheSE Protect Bond Scotchbond Xeno V Xp Bond

(Vitrebond)
Dentin Bariyer |@ 24 saat @ 72 saat

Sekil 4.2: Hicre kiltard dentin bariyer testinde materyaller uygulandiktan 24 ve 72 saat
sonra toplam hiicre sayis1 degerleri

4.2. Anneksin-V-FITC/PI Boyamasi ile Apoptoz Oram (%) Bulgular:
4.2.1. Hiicre Kiiltiir Insert Testinde Apoptoz Orani Bulgular:

4.2.1.1.24 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir insert Testinde Apoptoz Oram (%)
Bulgulan

Hucreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlari ayri olarak uygulanan
dentin baglayicilarina (AdheSE, Protect Bond , Scotchbond MP), primer ve bonding
kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kultir
insertin bosg olarak hiicreler iizerine uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve hiicre kiiltiir
insert icine HEMA ’nin konularak uygulandigi pozitif kontrol grubuna ait Anneksin-V-
FITC/PI boyamasi ile akim sitometre kullanarak yapilan degerlendirme sonucu 24 saat

sonunda elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 Tablo 4.15’de gosterilmistir.
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Tablo 4.15:Hdcre kulturd insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarinin (%) degerlendirilmesi

Insert Apoptoz (%) .
(24 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 7,00+0,58 7
Kontrol (HEMA)? 93,00+1,15 93
AdheSE Bond® 36,00+0,58 36
AdheSE Primer? 86,67+0,33 87
Protect Bond Primer’ 93,67+0,33 94
Protect Bond Bond ° 57,00+0,58 57 0,001**
Scotchbond MP Bond’ 11,67+0,33 12
Scotchbond MP
o 97,67+0,33 98
Primer
Xeno V° 66,00+0,58 66
Xp Bond®® 87,33+0,33 87
* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hicre kdltir insert testinde 24 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test
materyallerinin apoptoz (%) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢cin yapilan
ikili kargilastirmalar Tablo 4.16°da goriilmektedir.

24 saat sonunda apoptotik hiicrelerin oranlar1 incelendiginde en fazla apoptoz
Scotchbond MP primerde izlenmis en az apoptoz orani ise Scotchbond MP bond
grubunda gozlenmistir. Tiim test materyalleri, pozitif ve negatif kontrol gruplar1 i¢in
elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde primer ve
bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan dentin baglayicilarinda, primer ve bonding
kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda ve pozitif kontrol grubunda negatif

kontrol grubundan anlamli olarak daha fazla apoptotik hiicre tespit edilmistir. (p<0.05)

HEMA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda Scotchbond MP
primer kismu ve Protect Bond primer kismu diginda diger tiim test materyalleri
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az apoptotik hiicre orani géstermistir. Diger

yandan Scotchbond MP primer ve Protect Bond primer kismi daha fazla apoptotik hiicre
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sergilerken, Scotchbond MP primer kismi ile HEMA arasindaki bu farklilik anlamlilik
sergilemistir. (p<0.05).

24 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayri1 olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina
ait apoptotik hiicre oranlarinin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili kiyaslamalar1
yapildiginda dentin baglayici sistemlerin primer kisimlarinda bu baglayici sistemlerin
bonding kisimlarindan anlamli olarak daha fazla sayida apoptoza ugramis hiicre tespit
edilmistir (Tablo 4.17). Diger yandan Xeno V grubu primer ve bonding kisimlar1 ayr1
olarak uygulanan dentin baglayicilarin primer kisimlarindan istatistiksel olarak anlaml

diizeyde hiicrelerde daha az oranda apoptoza neden olmustur.

Tablo 4.16: Hucre kulturd insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarinin ikili olarak istatistiksel karsilastirmalar:

0,
Insert Apoptoz (%) Actkl,
(24 Saat) o grama
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (HEMA)? 0,050*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Bond® 0,050*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer* 0,046*
Kontrol (Bos)*/ Protect Bond Primer® 0,046*
Kontrol (Bos)*/ Protect Bond Bond® 0,050*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Bond’ 0,046* 8>1,2,3,4,5,6,7,9,10
Kontrol (Bos)*/ Scotchbond MP Primer® 0,046* 2,5>1,3,4,6,7,9,10

1 9 4,10>1,3,6,7,9
Kontrol (Bos)/ Xeno V 0,050*
9>1,3,6,7
Kontrol (Bos)*/ Xp Bond™® 0,046* 6>1,3,7
Kontrol (HEMA)?* AdheSE Bond® 0,050* 3>17
, o, 7>1

Kontrol (HEMA)/ AdheSE Primer 0,046*
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer® 0,653
Kontrol (HEMA)? Protect Bond Bond® 0,050*
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’ 0,046*
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer® 0,046*

Kontrol (HEMA)?/ Xeno V° 0,050*
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Kontrol (HEMA)?/ Xp Bond™

AdheSE Bond® / AdheSE Primer*

AdheSE Bond® / Protect Bond Primer®
AdheSE Bond?® / Protect Bond Bond®

AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Bond® / Xeno V°

AdheSE Bond® / Xp Bond™®

AdheSE Primer* / Protect Bond Primer®
AdheSE Primer* / Protect Bond Bond®
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno V°

AdheSE Primer* / Xp Bond™

Protect Bond Primer °/ Protect Bond Bond®
Protect Bond Primer */ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer * Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer * Xeno V°

Protect Bond Primer % Xp Bond*®

Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond®

Scotchbond MP Bond’/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond'/ Xeno V*

Scotchbond MP Bond'/ Xp Bond™®
Scotchbond MP Primer® Xeno V°
Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond®®

Xeno V° /Xp Bond™

0,046*
0,046*
0,046*
0,050*
0,046*
0,046*
0,050*
0,046*
0,043*
0,046*
0,043*
0,043*
0,046*
0,197
0,046*
0,043*
0,043*
0,046*
0,043*
0,046*
0,046*
0,050*
0,046*
0,043*
0,046*
0,043*
0,046*
0,043*

0,046*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.17: Hucre kulttrd insert testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarmn ikili olarak istatistiksel anlamhhk karsilastirmalarn (*S:
Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil).

Frotect Bond
Bond

Protect Bond
Priraer

Seotchbond WF
Bond

Scothbond WP
Priraer

Heno ¥

KPBond

KonttolBog

Kontrol Herna 5

Ldhese Bond

KontrolHeraa | Adhese Bond | Adhese Primer

g

3

Adhese Priver

Hi

3

Protect Bond Bond

Protect Bond Primer

Seotchbond WP
Bond

Scothhond MP
Primer

HenoV

XPBond

I ** Mann Whitney U Test

* p<0.05

4.2.1.2.72 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir insert Testinde Apoptoz Oram (%)

Bulgulan

Hucreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan

dentin baglayicilarma (AdheSE, Protect Bond , Scotchbond MP), primer ve bonding

kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kiltir

insertin bos olarak hiicreler iizerine uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve hiicre kiiltiir

insert icine HEMA ’nin konularak uygulandigi pozitif kontrol grubuna ait Anneksin-V-

FITC/PI boyamasi ile akim sitometre kullanarak yapilan degerlendirme sonucu 72 saat

sonunda elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 Tablo 4.18’de gosterilmistir
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Tablo 4.18:Hdcre kilturd insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz (%) oranlarimin degerlendirilmesi

Insert Apoptoz (%) .
(72 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 20,00+0,00 20

Kontrol (HEMA)? 88,33+0,88 88

AdheSE Bond® 84,33+0,33 84

AdheSE Primer? 96,00+0,58 96

Protect Bond Bond® 95,67+1,45 96

Protect Bond Primer® 93,67+0,33 94 0,003
Scotchbond MP Bond’ 30,67+0,33 31

Scotchbond MP Primer® 94,33+0,88 94

Xeno V° 96,00+0,00 96

Xp Bond™ 95,33+0,88 95

* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hiicre Kkiiltiir insert testinde 72 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test
materyallerinin apoptoz (%) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢cin yapilan
ikili karsilastirmalar Tablo 4.19’da goriilmektedir.

72 saat sonunda apoptotik hiicre oranlari incelendiginde en az apoptoz
Scotchbond MP bond kisminda izlenmis en fazla ise Xeno V, Protect Bond bond ve
AdheSE primer gruplarinda izlenmistir. Ttiim test materyalleri, pozitif ve negatif kontrol
gruplari i¢in elde edilen apoptotik hiicre oranlari istatistiksel olarak degerlendirildiginde
primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarinda, primer ve
bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda ve pozitif kontrol grubunda
negatif kontrol grubundan anlamli olarak daha fazla apoptotik hiicre tespit edilmistir.

(p<0.05)

Diger taraftan HEMA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
AdheSE bond kismi ve Scotchbond MP bond kismu istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha az apoptotik hiicre orani gdstermistir. Bu test materyalleri disinda, primer ve

bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan diger tiim dentin baglayicilarinda ve primer ve
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bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda anlamli olarak daha fazla

apoptotik hiicre oran1 tespit edilmistir (p<0.05).

72 saat sonunda primer ve bonding kisimlari ayri olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina
ait apoptotik hiicre oranlarinin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili kiyaslamalar1
yapildiginda Scotchbond bond kismi diger tiim test materyallerinden anlamli olarak
daha diisiik apoptotik hiicre orani sergilemistir (Tablo 4.20). Benzer sekilde AdheSe’nin
bond kismi da Scotchbond MP bond kismi diginda diger tiim test materyallerinden
istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha az apoptotik hiicre oram1 gostermistir. Diger
yandan Xeno V’in Protect Bond primerden istatistiksel diizeyde anlamli olarak
hlcrelerde daha fazla apoptoza neden olmustur.

Tablo 4.19:Hdcre kulturd insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarinin ikili olarak istatistiksel karsilastirmalar:

0,
Insert Apoptoz (4) Acikl
(72 Saat) o ctklama
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (HEMA)? 0,037*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Bond® 0,034*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer* 0,037*
Kontrol (Bos)*/ Protect Bond Bond® 0,037*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Primer® 0,034*
Kontrol (Bos)*/ Scotchbond MP Bond’ 0,034*
Kontrol (Bos)*/ Scotchbond MP Primer® 0,037* 4,9>1,2,3,6,7

L 0 5,10,6,8>1,2,3,7
Kontrol (Bos)/ Xeno V 0,025*
2>1,3,7

Kontrol (Bos)*/ Xp Bond™® 0,037* 3>1,7
Kontrol (HEMA)% AdheSE Bond® 0,046* =1
Kontrol (HEMA)? AdheSE Primer* 0,050*
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Bond® 0,050*
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer® 0,046*
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’ 0,046*
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer® 0,050*

Kontrol (HEMA)?/ Xeno V° 0,037*
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Kontrol (HEMA)?/ Xp Bond™

AdheSE Bond® / AdheSE Primer*

AdheSE Bond?® / Protect Bond Bond®

AdheSE Bond® / Protect Bond Primer®
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Bond® / Xeno V°

AdheSE Bond® / Xp Bond™®

AdheSE Primer* / Protect Bond Bond®
AdheSE Primer” / Protect Bond Primer®
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno V°

AdheSE Primer* / Xp Bond™

Protect Bond Bond®/ Protect Bond Primer®
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V*°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond®

Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer®/ Xeno V°

Protect Bond Primer®/ Xp Bond™
Scotchbond MP Bond’/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond'/ Xeno V*

Scotchbond MP Bond'/ Xp Bond™®
Scotchbond MP Primer® Xeno V°
Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond®®

Xeno V° /Xp Bond™

0,050*
0,046*
0,046*
0,043*
0,043*
0,046*
0,034*
0,046*
1,000
0,046*
0,046*
0,184
1,000
0,500
0,369
0,046*
0,500
1,000
0,827
0,043*
0,637
0,034*
0,105
0,046*
0,034*
0,046*
0,121
0,376

0,487

" Mann Whitney U Test  * p<0.05
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Tablo 4.20:Hucre kaltard insert testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarmmin ikili olarak istatistiksel anlamhhk karsilastirmalar1 (*S:
Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil)

KontrolBos | KontrolHema | AdheseBond | Adhess Primer | [oeiDond | ProctBond | Seoktbond MP | SeolbendMP |y o P Bond
Bond Primer Bond Primer
Kontrol Hema s s 5 s 5 5 5 5 5
ichese Bond s 5 5 5 s
Ldhese Primer 5 5 N5 W5 N5
Protect Bond Bond s 5 S NS NS
Protect Bond Privier ] 5 NS 5 NS
Secotchbond WP
o 5 5 5 5 5
Seotibord MP s 5 s Hs Hs Hs 5 1S s
Priter
Heno ¥ s 5 s s NS 5 5 s s
%P Bond s 5 s NS NS NS 5 S HS

| ** Mann Whitnev U Test * p<0.05

4.2.1.3. Hiicre Kiiltiirii Insert Testinde 24 ve 72 Saatlik Gruplarda Materyallerin
Apoptoz Oranlarinin Degerlendirilmesi

Hicre kaltir( insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin
Apoptoz (%) degerlendirilmesi tablo 4.21°de, apoptoz oranlarida sekil 4.3’de
gosterilmektedir.

Tablo 4.21: Hicre kaltard insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin
apoptoz oranlarimin degerlendirilmesi

Apoptoz (%)
Insert 24 saat 72 saat p
Ort+SE (Medyan) Ort+SE (Medyan)
Kontrol (Bos) 7,00+0,58 (7) 20,00+0,00 (20) 0,037*
Kontrol (HEMA)? 93,00+1,15 (93) 88,33+0,88 (88) 0,050*
AdheSE Bond® 36,00+0,58 (36) 84,33+0,33 (84) 0,046*
AdheSE Primer* 86,67+0,33 (87) 96,00+0,58 (96) 0,046*
Protect Bond Primer® 93,67+0,33 (94) 95,67+1,45 (96) 0,369
Protect Bond Bond ® 57,00+0,58 (57) 93,67+0,33 (94) 0,046*
Scotchbond MP Bond’ 11,67+0,33 (12) 30,67+0,33 (31) 0,043*
Scotchbond MP Primer?® 97,67+0,33 (98) 94,33+0,88 (94) 0,046*
Xeno V? 66,00+0,58 (66) 96,00+0,00 (96) 0,037*
Xp Bond™ 87,33+0,33 (87) 95,33+0,88 (95) 0,046*
** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarina ve
primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina ait 24 ve 72 saat
sonundaki apoptotik hiicre oranlar1 istatistiksel olarak kiyaslandiginda Protect Bond
primer kismi disinda uygulanan tiim test materyallerinin hiicreler iizerindeki apoptotik

etkisinin siire artisi ile baglantili olarak arttig1 saptanmistir.

Apoptoz (%)

120

100 -

80

60 -

40 -

20 +

o
Kontrol (Bos) L
Kontrol
(HEMA)
AdheSE Bond
5
o
= AdheSE Primer
Protect Bond
Bond
Protect Bond
Primer
Scotchbond
MP Bond
Scotchbond
MP Primer
Xeno V
Xp Bond

0 24 saat @ 72 saat

Sekil 4.3:Hucre kilturd insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin neden
oldugu apoptoz oranlari

4.2.2. Dentin Bariyer Testinde Apoptoz Oram1 Bulgulan

4.2.2.1. 24 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde Apoptoz Oram (%) Bulgulari
Hiicreler ekildikten sonra dentin diski iizerine dentin baglayicilarin uygulanarak
hiicreler iizerine yerlestirildigi deney gruplarina, dentin disklerinin hiicreler iizerine bos
olarak uygulandigi negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli recine modifiye cam
iyonomer kaide materyalinin dentin diski {lizerine yerlestirilerek hiicreler iizerine
uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait Anneksin-V-FITC/PI boyamas: ile akim
sitometre kullanarak yapilan degerlendirme sonucu 24 saat sonunda elde edilen

apoptotik hiicre oranlari tablo 4.22°de gosterilmistir.



100

Tablo 4.22: Huicre kultirt dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden
oldugu apoptoz diizeylerinin degerlendirilmesi

Dentin Bariyer Apoptoz (%) .
(24 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 7,67+0,33 8
Kontrol (Vitrebond)? 16,67+0,33 17
AdheSE? 45,00+0,58 45
Protect Bond* 67,330,88 67 0,005**
Scotchbond MP® 68,67+0,33 69
Xeno V° 63,33+0,88 63
Xp Bond’ 68,67+0,88 69
" Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hiicre kiiltlirii dentin bariyer testinde 24 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test
materyallerinin apoptoz diizeyleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan
ikili kargilastirmalar Tablo 4.23°de goriilmektedir.

Dentin bariyer test diizeneginde 24 saat sonunda apoptotik hiicrelerin oranlar1
incelendiginde en az apoptoz orani AdheSE grubunda en fazla apoptoz orani ise
Scotchbond MP ve XP Bond dentin baglayici gruplarinda tespit edilmistir. 24 saat
sonunda tiim gruplar igin elde edilen apoptoz oranlar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde tiim dentin baglayic1 sistemler test materyali uygulanmadan dentin
bariyer test diizeneginin kullanildig1 negatif kontrol 6rneklerinden daha fazla apoptoza

neden olmuslardir (p<0.05).

Vitrebond uygulanan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda uygulanan tiim
dentin baglayici sistemler istatistiksel diizeyde anlamli olarak daha fazla apoptoza

neden olmustur. (p<0.05)

Uygulanan dentin baglayici sistemlere ait 24 saat sonundaki apoptoza ugramis
hiicre oranlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda AdeheSE ve Xeno V dentin baglayicilarin
diger tiim dentin baglayicilardan anlamli olarak daha az apoptoza neden oldugu
goriilmiistiir (p<0.05) (tablo 4.24). Diger dentin baglayicilar arasinda apoptotik hiicre

oranlar1 agisindan anlamli bir farklhilik gériilmemistir.
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Tablo 4.23: Hucre kaltirt dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden

oldugu apoptoz oranlarinn ikili olarak istatistiksel karsilagtirmalar:

Apoptoz (%)
Dentin Bariyer
Aciklama
(24 Saat) .
p
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (Vitrebond)? 0,043*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,046*
Kontrol (Bos)/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP® 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,046*
Kontrol (Vitrebond)?/AdheSE? 0,046*
Kontrol (Vitrebond)?/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Vitrebond)?/Scotchbond MP® 0,043*
. ) ) 1<2,3,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)“/Xeno V 0,046*
_ ) : 2<3,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)/Xp Bond 0,046* 3<4 567
< 1 1 1
AdheSE? / Protect Bond* 0,050*
6<4,5,7
AdheSE? /Scotchbond MP® 0,046*
AdheSE?® /Xeno V° 0,050*
AdheSE? /Xp Bond’ 0,050*
Protect Bond* /Scotchbond MP® 0,246
Protect Bond* /Xeno V° 0,050*
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,261
Scotchbond MP® /Xeno V° 0,046
Scotchbond MP® /Xp Bond’ 0,817
Xeno V° /Xp Bond’ 0,050*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.24: Hucre kultari dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta materyallerin neden oldugu
apoptoz oranlarmin ikili olarak istatistiksel anlamhliklarinin Mann Whitney U Test
yontemi ile karsilagtirmalar: p<0.05 (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil)

Eontrol Bog

Eontrol
Vitrebond

Adhese Protect Bond Scotchbond WP HenoW XPBond

Eontrol
Vitrebond

Adhese

Protect Bond

Scotchbond
WF

HenoV

HPBond

4.2.2.2. 72 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde Apoptoz Orani (%) Bulgularn

Hiicreler ekildikten sonra dentin diski iizerine dentin baglayicilarin uygulanarak
hlcreler Uzerine yerlestirildigi deney gruplarina, dentin disklerinin hiicreler iizerine bos
olarak uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli re¢ine modifiye cam
iyonomer kaide materyalinin dentin diski {izerine yerlestirilerek hiicreler iizerine
uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait Anneksin-V-FITC/PI boyamasi ile akim
sitometre kullanarak yapilan degerlendirme sonucu 72 saat sonunda elde edilen
apoptotik hiicre oranlari tablo 4.25°de gdsterilmistir.

Tablo 4.25: Hicre kaltlri dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden
oldugu apoptoz diizeylerinin degerlendirilmesi

Dentin Bariyer Apoptoz (%) .

(72 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)* 20,00+0,58 20

Kontrol (Vitrebond)? 27,67+0,33 28

AdheSE® 75,33+0,88 75

Protect Bond* 64,67+0,33 65 0,005%**
Scotchbond® 78,33+0,88 78

Xeno V° 75,33+0,88 75

Xp Bond’ 76,67+0,33 77

* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01
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Hiicre kiiltiirii dentin bariyer testinde 72 saat sonunda kontrol gruplar1 ve test
materyallerinin apoptoz oranlar1 arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilastirmalar Tablo 4.26°da goriilmektedir.

Dentin bariyer test diizeneginde 72 saat sonunda elde edilen apoptotik hicre
oranlar1 incelendiginde en fazla apoptotik hiicre oran1 Scotchbond uygulanan grupta en
az ise Protect Bond grubunda tespit edilmistir. 72 saat sonunda tiim gruplar i¢in elde
edilen apoptoz oranlar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim dentin baglayici
sistemler test materyali uygulanmadan dentin bariyer test diizeneginin kullanildigi

negatif kontrol 6rneklerinden daha fazla apoptoza neden olmuslardir (p<0.05).

Vitrebond uygulanan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda uygulanan tim
dentin baglayic1 sistemler istatistiksel diizeyde anlamli olarak daha fazla apoptoza
neden olmustur (p<0.05).

Uygulanan dentin baglayici sistemlere ait 72 saat sonundaki apoptoza ugramis
hiicre oranlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda Protect Bond’un diger tiim dentin
baglayicilardan anlamli olarak daha az apoptoza neden oldugu goriilmiistiir (p<0.05)
(Tablo 4.27). diger dentin baglayicilar arasinda apoptotik hiicre oranlari agisindan

anlaml bir farklilik goriilmemistir.
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Tablo 4.26: Hucre kalttrd dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden
oldugu apoptoz oranlarinn ikili olarak istatistiksel karsilastirmalari

Apoptoz (%)
Dentin Bariyer

Aciklama
(72 Saat) -
p
“Kontrol _ (Boy)/ __ Kontol
(Vitrebond)? 0,067
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,050*
Kontrol (Bos)/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP? 0,050*
Kontrol (Bos)'/ Xeno \/° 0,050*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,046*
Kontrol (Vitrebond)*/AdheSE? 0,046*
Kontrol  (Vitrebond)?  Protect
Bong’ 0,043*
Kontrol  (Vitrebond)?/Scotchbond 0.046" 1<2,3,4,5,6,7
MP® ’ 2<3,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)%/Xeno V° 0,046* 4<3,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)?Xp Bond’ 0,043*
AdheSE® / Protect Bond* 0,046*
AdheSE® /Scotchbond MP® 0,077
AdheSE® /Xeno V° 1,000
AdheSE?® /Xp Bond’ 0,246
Protect Bond* /Scotchbond MP® 0,046*
Protect Bond* /Xeno V° 0,046*
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,043*
Scotchbond MP® /Xeno V° 0,077
Scotchbond MP? /Xp Bond’ 0,105
Xeno V*° /Xp Bond’ 0,246

** Mann Whitney U Test * p<0.05



105

Tablo 4.27: Hucre kalttrd dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta materyallerin neden
oldugu apoptoz oranlarnmn ikili olarak istatistiksel ikili anlamhhk
karsilastirmalar (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil).

-

Kontrol Vitrehond Ludhese Protect Bond Seotehbond WP HenaV XPBond

Kontol Bog

Kontrol Witrebond

NE NE NE

Protect Bond

Seotehbond WP

AP Bond 5 5

** Mann Whitney U Test* p<0.05

4.2.2.3. Hucre Kultara Dentin Bariyer Testinde 24 ve 72 Saatlik Gruplarda
Materyallerin Apoptoz (%) Oranlarinin Degerlendirilmesi

Hicre kalturi dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda
materyallerin Apoptoz (%) degerlendirilmesi tablo 4.28’de gosterilmektedir. Sekil
4.4°de 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin apoptoz oranlar1 gosterilmektedir.

Tablo 4.28:Hucre kultird dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda
materyallerin neden oldugu apoptoz (%) oranlarimin degerlendirilmesi

Apoptoz (%)

24 saat
Ort+SE (Medyan)

Dentin Bariyer 72 saat “p

Ort+SE (Medyan)

Kontrol (Bos)" 7,67+0,33 (8) 20,00£0,58 (20) 0,046*
Kontrol (Vitrebond)? 16,67+0,33 (17) 27,67+0,33 (28) 0,043*
AdheSE? 45,00+0,58 (45) 75,33+0,88 (75) 0,050*
Protect Bond* 67,33+0,88 (67) 64,67+0,33 (65) 0,046*
Scotchbond MP® 68,67+0,33 (69) 78,33+0,88 (78) 0,046*
Xeno \V/° 63,33£0,88 (63) 75,33+0,88 (75) 0,050*
Xp Bond’ 68,67+0,88 (69) 76,67+0,33 (77) 0,046*

** Mann Whitney U Test

*p<0.05



106

Uygulanan dentin baglayicilar, pozitif ve negatif kontrol grubuna ait 24 ve 72
saat sonundaki apoptotik hiicre oranlar1 kiyaslandiginda Protect Bond disinda diger tim
dentin baglayicilar siire artigiyla baglantili olarak apoptotik hiicre oraninda istatistiksel
diizeyde anlamli olarak artisa neden olmuslardir. Diger yandan Protect Bond’un
apoptotik hiicre oraninda siire artisiyla baglantili olarak diisiik diizeyde azalma

gorilmiis, bu farklilik istatistiksel olarak anlamlilik sergilemistir.

Apoptoz (%)

90

80 -
70
60
50
40

30 -

A ol

Kontrol (Bos) Kontrol AdheSE Protect Bond Scotchbond Xeno V Xp Bond
(Vitrebond)

Dentin Bariyer (B 24 saat B 72 saat

Sekil 4.4:Hlcre kdltari dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda
materyallerin apoptoz oranlari

4.3. Bromodeoksiiiridin Isaretleme Indeksi (BrDU-LI) imiinohistokimyas: ile
Sentez Faz1 Hiicre Oran1 Bulgulan

4.3.1. Hiicre Kiiltiir Insert Testinde BrDU-LI Bulgular:

4.3.1.1. 24 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir insert Testinde BrDU-LI Bulgular

Hiicreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan
dentin baglayicilarina (AdheSE, Protect Bond, Scotchbond MP), primer ve bonding
kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kultir
insertin bos olarak hiicreler iizerine uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve hiicre kiiltiir
insert igine  HEMA’nin konularak uygulandigi pozitif kontrol grubuna ait hiicrelerin
Bromodeoksiiiridin Isaretleme indeksi (BrDU-LI)’nin immunohistokimyasal teknik ile
incelendgi bu yontemde 24 saat sonunda sentez fazinda bulunan yani DNA sentezi

izlenen hiicrelerin orani tablo 4.29’da gosterilmistir.
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Tablo 4.29:Hucre kulturd insert kiltir testinde 24 saatlik grupta hicrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimin % olarak degerlendirilmesi

BrDU ile isaretlenmis hiicre oram

Insert %) -
(24 Saat)
Ort+SE Medyan
Kontrol (Bos)" 18,67+0,33 19
Kontrol (HEMA)? 5,00+1,00 6
AdheSE Bond® 15,00+0,58 15
AdheSE Primer* 0,67+0,33 1
Protect Bond Bond® 8,00+0,00 8
Protect Bond Primer® 1,67+0,33 2 0,001
Scotchbond MP Bond’ 8,00+0,58 8
Scotchbond MP Primer® 2,00+0,00 2
Xeno V° 6,33+0,88 6
Xp Bond® 2,33+0,33 2
* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hicre Kkiiltiirii insert testinde 24 saat sonunda kontrol gruplari ile test
materyallerinin BrDU ile isaretlenmis hiicre oran1 (%) diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan
materyalin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar Tablo 4.30’da gorilmektedir.

24 saat sonunda en fazla DNA sentezi AdheSE bond grubunda izlenirken, en az
sentez ise AdheSE primer grubunda izlenmistir. Tiim test materyalleri, pozitif ve negatif
kontrol gruplarma ait DNA sentezi sergileyen hiicre oranlar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin
baglayicilarinda (Sekil 4.6, Sekil 4.7), primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan
dentin baglayicilarinda (Sekil 4.8) ve pozitif kontrol grubunda negatif kontrol
grubundan ( Sekil 4.5) anlamli olarak daha az hiicrede DNA sentezi belirlenmistir.
(p<0.05)

Diger taraftan HEMA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
XP bond disinda uygulanan dentin baglayici sistemlerin primer kisimlarinda (AdheSE
primer, Protect Bond primer, Scotchbond MP primer) istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha az oranda hiicre proliferasyonu (DNA sentezi) tespit edilmistir (p<0.05).

Diger yandan uygulanan dentin baglayici sistemlerin bond kisimlarinda (AdheSE bond,
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Protect Bond bond, Scotchbond MP bond) anlamli diizeyde daha yiiksek oranda hiicre
proliferasyonu (DNA sentezi) gozlemlenmistir (p<0.05).

24 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarina
ait hiicre proliferasyon oranlarmnin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili kiyaslamalar1
yapildiginda dentin baglayici sistemlerin primer kisimlarinda bu baglayici sistemlerin
bonding kisimlarindan anlamli olarak daha az sayida hiicrede proliferasyon gozlenmistir
(Tablo 4.31). Diger yandan Xeno V, uygulanan dentin baglayicilarin primer
kisimlarindan anlamli olarak daha az sayida hiicrede DNA sentezi inhibisyonuna neden
olmustur. XP bond grubunda ise Protect Bond primer ve Scotchbond primer disinda
diger tiim test materyallerinden anlamh diizeyde daha az sayida hiicrede DNA sentezi

gorilmiistiir.
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Tablo 4.30: Hucre kultird insert testinde 24 saatlik grupta hucrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarinin istatistiksel olarak ikili karsilastirmalari

Insert
(24 Saat)

Kontrol (Bos)'/ Kontrol (HEMA)?
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Bond®

Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Bond®
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Primer®
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Bond’
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Primer®
Kontrol (Bos)'/ Xeno V°

Kontrol (Bos)'/ Xp Bond*®

Kontrol (HEMA)? AdheSE Bond®
Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Primer*
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Bond®

Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer®

Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’

Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer®

Kontrol (HEMA)?/ Xeno V°

Kontrol (HEMA)? Xp Bond®

AdheSE Bond® / AdheSE Primer*
AdheSE Bond® / Protect Bond Bond®
AdheSE Bond® / Protect Bond Primer®
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Bond® / Xeno V*

AdheSE Bond® / Xp Bond™®

AdheSE Primer” / Protect Bond Bond®

AdheSE Primer” / Protect Bond Primer®

BrDU ile
isaretlenmis hiicre
orani (%)

++

p
0,043*
0,046*
0,043*
0,034*
0,043*
0,046*
0,034*
0,046*
0,043*
0,046*
0,043*
0,034*
0,043*
0,046*
0,034*

0,487
0,068
0,046*
0,037*
0,046*
0,050*
0,037*
0,050*
0,046*
0,034*

0,099

Acitklama

1>2,3,4,5,6,7,8,9,10
3>2,4,5,6,7,8,9,10
5,7>2,4,6,8,10
2,9>4,6,8,10
8>4
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AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno VV*

AdheSE Primer* / Xp Bond™

Protect Bond Bond®/ Protect Bond Primer®
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond™®

Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer®/ Xeno V°

Protect Bond Primer®/ Xp Bond™

Scotchbond MP Bond'/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond'/ Xeno V°

Scotchbond MP Bond’/ Xp Bond™®

Scotchbond MP Primer® Xeno V°

Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond™®

Xeno V? /Xp Bond™

0,046*
0,034*
0,046*
0,043*
0,034*
1,000
0,025*
0,121
0,034*
0,046*
0,317
0,046*
0,197
0,037*
0,184
0,046*
0,037*
0,317

0,046*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.31: Hucre kultird insert testinde 24 saatlik grupta hucrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimn istatistiksel olarak ikili anlamhhklarimn Mann Whitney
U testi (p<0.05) ile karsilagtirmalari (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil).

ProtectBond | ProtectBond | Scothbord WP | Scothhond WP
Bond Primer Bord Primer

KontolBog | KontrolHema | Ldhese Bond | Adhese Primer

Kontrol Bog

Fontrol Hetna

Adhese Bond

L dhese Priteer

Protect Bond Bond

Protect Bond Primer

Scotchbond MP
Bond

Seothbond MP
Primer

Hero ¥

P Bond

Sekil 4.5:Hucre kultdr insert testinde 24. saatte kontrol materyallerinde BRDU pozitif
isaretlenmis hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri. a)HEMA (orjinal biiyiitme
x40) b)pozitif kontrol grubu (orjinal biyitme x40) Nukleusu kimiz ile isaretli
gorunen hicreler BRDU-LI pozitif kabul edilmistir ve ok (—) ile gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Hiicre Kkiiltiir insert testinde 24. saatte primer ve bonding kisimlar1 ayr olarak
uygulanan dentin baglayicilar1 bond kisimlar1 BRDU pozitif isaretlenmis
hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri. a)AdheSE bond (orjinal biiyiitme x40)
b)Protect Bond bond (orjinal blyttme x40) c)Scotchbond MP bond (orjinal

blUyutme x40).
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Sekil 4.7: Hiicre Kkiiltiir insert testinde 24. saatte primer ve bonding kisimlar1 ayr olarak
uygulanan dentin baglayicilar1 primer kisimlart1 BRDU pozitif isaretlenmis
hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri a)AdheSE primer (orjinal biiyiitme x40)
b)Protect Bond primer (orjinal blyutme x40) c)Scotchbond MP primer (orjinal
blyutme x40)

Sekil 4.8: Hiicre Kkiiltiir insert testinde 24. saatte primer ve bonding kisimlar1 birlikte
uygulanan dentin baglayicilarda BRDU pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k
mikroskobu goruntuleri a)Xeno V (orjinal biyitme x40) b)XP Bond (orjinal
blyltme x40)
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4.3.1.2. 72 Saat Sonunda Hiicre Kiiltiir Insert Testinde BrDU-LI Bulgular

Hicreler ekildikten sonra primer ve bonding kisimlari ayr1 olarak uygulanan
dentin baglayicilarina (AdheSE, Protect Bond, Scotchbond MP), primer ve bonding
kisimlart birlikte uygulanan dentin baglayicilarma (XP Bond, Xeno V), hicre kultur
insertin bos olarak hiicreler {izerine uygulandigi negatif kontrol grubuna ve hucre kultur
insert icine HEMA’nmn konularak uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait hiicrelerin
Bromodeoksiiiridin Isaretleme indeksi (BrDU-LI)’nin immunohistokimyasal teknik ile
incelendigi bu yontemde 72 saat sonunda Sentez fazinda bulunan yani DNA sentezi
izlenen hiicrelerin orani tablo 4.32’de gosterilmistir.

Tablo 4.32:Hucre kalturd insert kultir testinde 72 saatlik grupta hiicrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimin % olarak degerlendirilmesi

Insert BrDU (%) .
(72 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 49,67+0,33 50

Kontrol (HEMA)? 17,00+0,00 17

AdheSE Bond?® 13,67+0,33 14

AdheSE Primer* 5,67+0,33 6

Protect Bond Bond® 6,00+0,58 6

Protect Bond Primer® 0,33+0,33 0 00017
Scotchbond MP Bond’ 23,33+0,88 23

Scotchbond MP Primer® 3,67+0,33 4

Xeno V? 14,33+0,88 14

Xp Bond*® 5,67+0,33 6

* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hiicre Kiiltlirii insert testinde 72 saat sonunda kontrol gruplar1 ile test
materyallerinin BrDU ile isaretlenmis hiicre oran1 (%) diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan
materyalin tespiti i¢in yapilan ikili kargilagtirmalar Tablo 4.33’de goriilmektedir.

72 saat sonunda en fazla DNA sentezi Scotchbond MP bond grubunda
izlenirken, Protect Bond primer grubunda ise en az oranda DNA sentezi goriilmiistiir.
Tum test materyalleri, pozitif ve negatif kontrol gruplarma ait DNA sentezi sergileyen

hiicre oranlart istatistiksel olarak degerlendirildiginde primer ve bonding kisimlar1 ayr1
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olarak uygulanan dentin baglayicilarinda (Sekil 4.10, Sekil 4.11), primer ve bonding
kisimlart birlikte uygulanan dentin baglayicilarinda (Sekil 4.12) ve pozitif kontrol
grubunda negatif kontrol grubundan (Sekil 4.9) anlamli olarak daha az hiicrede DNA

sentezi belirlenmistir. (p<0.05)

Diger taraftan HEMA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
hiicre proliferasyonu istatistiksel diizeyde anlamli olarak Scotchbond MP bond
grubunda daha fazla gozlenirken diger tiim dentin baglayici gruplarinda anlamli

diizeyde daha az sayida hiicrede proliferasyonu saptanmistir (p<0.05).

72 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayri1 olarak uygulanan dentin
baglayicilarina ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarma
ait DNA sentezi goriilen hiicre oranlarinin birbirleri ile istatistiksel olarak ikili
kiyaslamalar1 yapildiginda dentin baglayici sistemlerin primer kisimlarinda bu baglayici
sistemlerin bonding kisimlarindan anlamli olarak daha az sayida hiicrede DNA sentezi
gbzlenmistir. Xeno V grubu, Scotchbond MP bond kismimdan anlamli olarak daha fazla
sayida hiicrede DNA sentezini inhibe etmistir. Diger yandan Xeno V grubunda AdheSE
bond kismi diginda diger tiim test materyallerinden ise anlamli olarak daha fazla sayida
hiicrede DNA sentezi belirlenmistir. Ayrica XP Bond, Scotchbond primer kismindan ve
Protect Bond primer kismindan anlamli olarak daha fazla sayida hiicrede proliferasyon
gostermistir. Diger taraftan AdheSE primer ve Protect Bond bond kismi disinda diger
tim test materyallerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az sayida hiicrede

DNA sentezi sergilemistir.
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Tablo 4.33:Hiicre Kiiltiirii insert testinde BrDU pozitif hiicre oranlarimin (%) 72. saatte
materyallerin etkilerinin birbirleri ile karsilastirmalar

Insert Brou (%)
(72 Saat) " Aciklama
p
Kontrol (Bos)*/ Kontrol (HEMA)? 0,034*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Bond® 0,043*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE Primer* 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Bond® 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond Primer® 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Bond’ 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP Primer® 0,043*
Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond*® 0,043*
Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Bond® 0,034*
Kontrol (HEMA)?/ AdheSE Primer* 0,034*
1>2,3,4,5,6,7,8,9,10
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Bond® 0,037* 6<1.2.3.4,57.8,9.10
Kontrol (HEMA)?/ Protect Bond Primer® 0,034* 7>2,3,4,5,8,9,10
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Bond’ 0,037* 2>3,4,58,9,10
Kontrol (HEMA)?/ Scotchbond MP Primer® 0,034* 39745810
' 8<4,5,10
Kontrol (HEMA)?/ Xeno V° 0,037*
Kontrol (HEMA)? Xp Bond® 0,034*
AdheSE Bond® / AdheSE Primer* 0,043*
AdheSE Bond® / Protect Bond Bond® 0,046*
AdheSE Bond® / Protect Bond Primer® 0,043*
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Bond’ 0,046*
AdheSE Bond® / Scotchbond MP Primer® 0,043*
AdheSE Bond® / Xeno V* 0,637
AdheSE Bond® / Xp Bond™® 0,043*
AdheSE Primer” / Protect Bond Bond® 0,637
AdheSE Primer” / Protect Bond Primer® 0,043*
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AdheSE Primer* / Scotchbond MP Bond’
AdheSE Primer* / Scotchbond MP Primer®
AdheSE Primer* / Xeno VV*

AdheSE Primer* / Xp Bond™®

Protect Bond Bond®/ Protect Bond Primer®
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Bond®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Bond®/ Xeno V°

Protect Bond Bond®/ Xp Bond™®

Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Bond’
Protect Bond Primer®/ Scotchbond MP Primer®
Protect Bond Primer®/ Xeno V°

Protect Bond Primer®/ Xp Bond™

Scotchbond MP Bond'/ Scotchbond MP Primer®
Scotchbond MP Bond’/ Xeno V*

Scotchbond MP Bond’/ Xp Bond™®

Scotchbond MP Primer® Xeno V°

Scotchbond MP Primer®/ Xp Bond™®

Xeno V? /Xp Bond™

0,046*
0,043*
0,046*
1,000

0,046*
0,050*
0,046*
0,050*
0,637

0,046*
0,043*
0,046*
0,043*
0,046*
0,050*
0,046*
0,046*
0,043*

0,046*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.34: Hucre kultlrd insert testinde 72 saatlik grupta hucrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimn istatistiksel olarak ikili anlamhhklarimn Mann Whitney
U testi (p<0.05) ile karsilagtirmalari (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil).

ProtectBond | Protect Bond | Seotchbond MEP | Seothhond WP
KontrolBog | KontrolHema | AdheseBond | Adhese Primer roelse w C - caie, o .0
Bond Prirer Bond Prirer

Kontrol Bog 5 ] 5

Kontrol Herna 5 )

Ldhese Bond

A dhese Primer

Protect Bond Bond

Protect Bond Primer

Seotchbond WP
Bond

Seothbond WP
FPrimer

HenoV

EP Bond

Sekil 4.9: Hicre kiltur insert testinde 72. saatte kontrol materyallerinde BRDU pozitif
isaretlenmis hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri. a) pozitif kontrol grubu
(orjinal buyutme x40) b) HEMA (orjinal biiyiitme x40) Nukleusu kimz ile
isaretli goriinen hiicreler BRDU-LI pozitif kabul edilmistir ve ok (—) ile
gosterilmistir
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Sekil 4.10: Hicre kultdr insert testinde 72. saatte primer ve bonding kisimlar: ayri olarak
uygulanan dentin baglayicilar1 bond kisimlar1i BRDU pozitif isaretlenmis
hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri. a)AdheSE bond (orjinal biiyiitme x40)

b)Protect Bond bond (orjinal blyttme x40) c)Scotchbond MP bond (orjinal
blUyutme x40).
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Sekil 4.11: Hicre kultdr insert testinde 72. saatte primer ve bonding kisimlar: ayri olarak
uygulanan dentin baglayicilar1 primer kisimlar1 BRDU pozitif isaretlenmis

hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri a)AdheSE primer (orjinal blyutme x40)
b)Protect Bond primer (orjinal blyutme x40) c)Scotchbond MP primer (orjinal

blyutme x40)

Sekil 4.12: Hucre kultdr insert testinde 72. saatte primer ve bonding kisimlar: birlikte
uygulanan dentin baglayicilarda BRDU pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k
mikroskobu goruntuleri a)Xeno V (orjinal biyitme x40) b)XP Bond (orjinal

blyltme x40)
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4.3.1.3. Hiicre Kiiltiirii Insert Testinde 24 ve 72 Saatlik Gruplarda Hiicrelerin
BrDU ile Isaretlenme Oranlarimin (%) Degerlendirilmesi

Hicre kultlrl insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda htcrelerin BrDU ile
isaretlenme oranlar1 sekil 4.13’de ve 24 saat ve 72 saatlik gruplarda hiicrelerin BrDU ile
isaretlenme oranlarinin (%) degerlendirilmesi tablo 4.35’de gosterilmistir.

Tablo 4.35: Huicre kiltiru insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda hicrelerin BrDU
pozitif isaretlenme oranlarinin (%) degerlendirilmesi

BrDU ile isaretlenmis hiicre oram

(%)
Insert 24 saat 72 saat o
Ort+SE Ort+SE
(Medyan) (Medyan)

Kontrol (Bos)" 18,67+0,33 (19)  49,67+0,33 (50) 0,043*
Kontrol (HEMA)? 5,00+1,00 (6) 17,00+0,00 (17) 0,034*
AdheSE Bond?® 15,00+0,58 (15)  13,67+0,33 (14) 0,105
AdheSE Primer* 0,67+0,33 (1) 5,67+0,33 (6) 0,043*
Protect Bond Bond® 8,00+0,00 (8) 6,00+0,58 (6) 0,037*
Protect Bond Primer® 1,67+0,33 (2) 0,33+0,33 (0) 0,068
Scotchbond MP Bond’ 8,00£0,58 (8) 23,33+0,88 (23) 0,050*
Scotchbond MP

. 2,0040,00 (2) 3,67+0,33 (4) 0,034*
Primer
Xeno V° 6,33+0,88 (6) 14,33+0,88 (14) 0,050*
Xp Bond*® 2,3340,33 (2) 5,67+0,33 (6) 0,043*

** Mann Whitney U Test * p<0.05

Primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarna ve
primer ve bonding kisimlar1 birlikte uygulanan dentin baglayicilarmna ait 24 ve 72 saat
sonundaki DNA sentezi goriilen hiicre oranlar1 istatistiksel olarak kiyaslandiginda
Protect Bond bond kisminda siire artisiyla baglantili olarak DNA sentezi goriilen
hiicrelerin sayisinda istatistiksel diizeyde anlaml bir azalma saptanmigtir. Diger yandan

AdheSE primer, Scotchbond MP bond, Scotchbond MP primer ve Xeno V gruplarinda
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DNA sentezi goriilen hiicre oranlari siire artisiyla baglatili olarak anlamli diizeyde artis

gostermistir.

BrDU (%)

60
50
40

"F‘ILW FI FI&

024 saat B 72 saat

Kontrol (Bos)
Kontrol
(HEMA)

AdheSE Bond

AdheSE Primer
Protect Bond
Bond
Protect Bond
Primer
Scotchbond
MP Bond
Scotchbond
MP Primer
Xeno V
Xp Bond

Sekil 4.13:Hucre kaltlrd insert testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda htcrelerin BrDU
pozitif isaretlenme oranlari

4.3.2. Hiucre Kultira Dentin Bariyer Testinde BrDU-LI Bulgulan

4.3.2.1. 24 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde BrDU-LI Bulgular
Hiicreler ekildikten sonra dentin diski tizerine dentin baglayicilarm uygulanarak
hiicreler iizerine yerlestirildigi deney gruplarina, dentin disklerinin hiicreler {izerine bos
olarak uygulandigi negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli regine modifiye cam
iyonomer kaide materyalinin dentin diski {lizerine yerlestirilerek hiicreler iizerine
uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait hiicrelerin  Bromodeoksiiiridin Isaretleme
Indeksi (BrDU-LI)’nin immunohistokimyasal teknik ile incelendigi bu yontemde 24

saat sonunda Sentez fazinda bulunan yani DNA sentezi izlenen hiicrelerin oran1 Tablo

4.36’da gosterilmistir
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Tablo 4.36:Dentin bariyer kultlr testinde 24 saatlik grupta hiicrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimin % olarak degerlendirilmesi

] ] BrDU ile isaretlenmis hiicre
Dentin Bariyer

orani(%) p
(24 Saat)
Ort+SE Medyan

Kontrol (Bos)" 23,00+1,15 23

Kontrol (Vitrebond)? 10,67+0,33 11

AdheSE? 17,67+0,33 18

Protect Bond” 8,67+0,88 9 0,004**
Scotchbond MP? 9,33+0,33 9

Xeno V° 14,33+0,33 14

Xp Bond’ 11,00+0,00 11

" Kruskal Wallis Testi ** n<(.01

Dentin bariyer grubunda 24 saat sonunda kontrol gruplari ile test materyalleri
BrDU ile isaretlenmis hiicre oranlar1 (%) arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamh farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan materyalin tespiti i¢in

yapilan ikili karsilagtirmalar Tablo 4.37°de goriilmektedir.

24 Saat sonunda dentin bariyer testinde BrDU ile isaretlenmis DNA sentezinin
goriildiigli hiicre orami (%) AdheSE dentin baglayict grubunda en fazla saptanmus,
Protect Bond ve Scotchbond MP dentin baglayict gruplarinda (Sekil 4.15) ise en az
oranda bulunmustur. 24 saat sonunda tiim gruplar i¢in BrDU ile isaretlenmis DNA
sentezinin goriildigl hiicre orani degerlendirildiginde tiim dentin baglayici sistemler,
test materyali uygulanmadan dentin bariyer test diizeneginin kullanildig1 negatif kontrol
orneklerinden (Sekil 4.14) istatistiksel diizeyde anlamli olarak daha az sayida hiicrede

DNA sentezi sergilemislerdir (p<0.05).

24 saat sonunda Vitrebond uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda BrDU ile isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre orant AdheSE ve
Xeno V gruplarinda anlamli olarak daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Diger
yandan uygulanan diger test materyalleri ile Vitrebond arasinda DNA sentezi agisindan
istatistiksel bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo 4.38).

Uygulanan dentin baglayic1 sistemlere ait 24 saat sonundaki BrDU ile

isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre oranlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda
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istatistiksel olarak anlamli diizeyde AdheSE grubunda en fazla oranda tespit edilmis,
bunu sirasiyla Xeno V ve Xp Bond izlemistir (Sekil 4.16). Bu dentin baglayicilar
disinda diger test materyalleri arasinda DNA sentezi izlenen hiicre oranlar1 arasinda
istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.

Tablo 4.37:Dentin bariyer testinde BrDU pozitif isaretlenmis hiicre oranlarimin (%) 24.
saatte materyallerin etkilerinin birbirleri ile karsilastirmalar:

BrDU ile isaretlenmis
Dentin Bariyer hiicre orant (%)
Actklama
(24 Saat)
p
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (Vitrebond)? 0,046*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond* 0,050*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond MP® 0,046*
Kontrol (Bos)/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,037*
Kontrol (Vitrebond)®/AdheSE? 0,043*
Kontrol (Vitrebond)? Protect Bond* 0,072
Kontrol (Vitrebond)?/Scotchbond MP® 0,068
. ) A 1>2,3,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)/Xeno V 0,043*
_ ) : 3>2,4,56,7
Kontrol (Vitrebond)/Xp Bond 0,317
\ \ 6>2,4,5,7
AdheSE” / Protect Bond 0,046* T
> )
AdheSE? /Scotchbond MP® 0,043*
AdheSE?® /Xeno V° 0,043*
AdheSE? /Xp Bond’ 0,034*
Protect Bond* /Scotchbond MP® 0,637
Protect Bond* /Xeno V° 0,046*
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,037*
Scotchbond MP® /Xeno V° 0,043*
Scotchbond MP® /Xp Bond’ 0,034*
Xeno V® /Xp Bond’ 0,034*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.38: Dentin bariyer testinde 24 saatlik grupta hiicrelerin BrDU pozitif isaretlenme
oranlarimn istatistiksel olarak ikili anlamhliklarimin Mann Whitney U testi (p<0.05) ile
karsilastirmalar: (*S: Anlamh p<0.05, NS: Anlamh degil).

Eontrol
Eentrol Beg e Adhese Protect Bond Scotchbond WP XPBend
Witrebond
Eontrol Bog s

Eontrol
Witrebond

Adhese

FProtect Bond

Scotchbond
P

HPBeond

Sekil 4.14:Hucre kaltlir dentin bariyer testinde 24. saatte kontrol materyallerinde BRDU
pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k mikroskobu gériintiileri. a) pozitif kontrol
(orjinal buyutme x40) b) negatif kontrol ( Vitrebond) (orjinal biyitme x10)
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Sekil 4.15:Hiicre Kkiiltiir dentin bariyer testinde 24. saatte primer ve bonding kisimlar: ayri
olarak uygulanan dentin baglayicilarda BRDU pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k
mikroskobu goéruanttleri. a)AdheSE (orjinal buyUtme x40) b)Protect Bond
(orjinal buyutme x40) c)Scotchbond MP (orjinal blyttme x40)

Sekil 4.16:Hiicre kiiltiir dentin bariyer testinde 24. saatte primer ve bonding Kkisimlari
birlikte uygulanan dentin baglayicilarda BRDU pozitif isaretlenmis hiicrelerin
151k mikroskobu goriintiileri. a)Xeno V (orjinal buyutme x40)b) XP Bond (orjinal
blyltme x40)
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4.3.2.2. 72 Saat Sonunda Dentin Bariyer Testinde BrDU-LI Bulgular

Hicreler ekildikten sonra dentin diski iizerine dentin baglayicilarin uygulanarak
hiicreler lizerine yerlestirildigi deney gruplarma, dentin disklerinin hiicreler iizerine bos
olarak uygulandig1 negatif kontrol grubuna ve Vitrebond isimli re¢ine modifiye cam
iyonomer kaide materyalinin dentin diski {izerine yerlestirilerek hiicreler {iizerine
uygulandig1 pozitif kontrol grubuna ait hiicrelerin Bromodeoksiiiridin Isaretleme
Indeksi (BrDU-LI)’nin immunohistokimyasal teknik ile incelendigi bu yontemde 24
saat sonunda sentez fazinda bulunan yani DNA sentezi izlenen hiicrelerin orani1 Tablo
4.39°da gosterilmistir

Tablo 4.39:Dentin bariyer testinde 72 saatlik grupta hiicrelerin BrDU pozitif isaretlenme
oranlarimin % olarak degerlendirilmesi

Dentin Bariyer BrDU (%) .
(72 Saat) Ort+SE Medyan P
Kontrol (Bos)" 46,00+0,58 46
Kontrol (Vitrebond)?  20,00+0,58 20
AdheSE? 35,33+0,33 35
Protect Bond’ 24,33+0,33 24 0,003**
Scotchbond MP° 17,33+0,88 17
Xeno V° 23,67+0,33 24
Xp Bond’ 10,67+1,53 11
* Kruskal Wallis Testi ** p<0.01

Hucre kiltird dentin bariyer testinde kontrol gruplari ile test materyallerinde 72
saat sonunda hiicrelerin BrDU ile isaretlenme yiizde diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliliga neden olan
materyalin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar Tablo 4.40°da goriilmektedir.

72 Saat Sonunda dentin bariyer testinde BrDU ile isaretlenmis DNA sentezinin
goriildiigii hiicre oran1 (%) AdheSE dentin baglayict grubunda en fazla saptanmis, XP
Bond dentin baglayic1 grubunda ise en az oranda bulunmustur. 72 saat sonunda tiim
gruplar i¢cin BrDU ile isaretlenmis DNA sentezinin goriildiigli hiicre orani
degerlendirildiginde tim dentin baglayici sistemler, test materyali uygulanmadan dentin

bariyer test diizeneginin kullanildigi negatif kontrol Orneklerinden (Sekil 4.17)



128

istatistiksel diizeyde anlamli olarak daha az sayida hiicrede DNA sentezi

sergilemislerdir (p<0.05).

72 saat sonunda Vitrebond uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda AdheSE, Protect Bond (Sekil 4.18) ve Xeno V gruplarinda anlamli
olarak daha fazla sayida hiicrede BrDU ile isaretlenmis DNA sentezi saptanmustir.
Diger yandan Xp Bond grubunda ise Vitrebond grubundan anlamli olarak daha fazla
sayida hiicrede DNA sentezi inhibisyonuna neden olmus ve buna bagh olarak hiicre

proliferasyonu orani daha az tespit edilmistir.

Uygulanan dentin baglayic1 sistemlere ait 72 saat sonundaki BrDU ile
isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre oranlar1 birbirleri ile kiyaslandigmda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde AdheSE grubunda en fazla oranda tespit edilmistir.
Diger yandan XP Bond grubunda ise BrDU ile isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre
orani diger dentin baglayicilardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde en diisiikk oranda
saptanmistir. Ayrica BrDU ile isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre oranlar1 Protect
Bond ve Xeno V gruplarinda Scotchbond MP grubundan istatisitksel olarak anlamli

diizeyde daha yiiksek bulunmustur
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Tablo 4.40: Dentin bariyer testinde BrDU pozitif isaretlenmis hiicre oranlarimin (%) 72.

saatte materyallerin etkilerinin birbirleri ile karsilastirmalar:

BrDU (%)
Dentin Bariyer
Aciklama
(72 Saat) .
p
Kontrol (Bos)'/ Kontrol (Vitrebond)? 0,050*
Kontrol (Bos)'/ AdheSE? 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Scotchbond® 0,050*
Kontrol (Bos)'/ Xeno V° 0,046*
Kontrol (Bos)'/ Xp Bond’ 0,050*
Kontrol (Vitrebond)?/AdheSE? 0,046*
Kontrol (Vitrebond)?/ Protect Bond* 0,046*
Kontrol (Vitrebond)?/Scotchbond® 0,077
. ) A 1>2,3,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)/Xeno V 0,046*
_ i ) 3>2,4,5,6,7
Kontrol (Vitrebond)/Xp Bond 0,050* 465057
1 > 1 1
AdheSE? / Protect Bond* 0,043* s
< 1
AdheSE? /Scotchbond® 0,046*
AdheSE?® /Xeno V° 0,043*
AdheSE? /Xp Bond’ 0,046*
Protect Bond* /Scotchbond® 0,046*
Protect Bond* /Xeno \V/° 0,197
Protect Bond* /Xp Bond’ 0,046*
Scotchbond?® /Xeno V¢ 0,046*
Scotchbond® /Xp Bond’ 0,050*
Xeno V° /Xp Bond’ 0,046*

** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Tablo 4.41: Dentin bariyer kultir testinde 72 saatlik grupta hicrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarimn istatistiksel olarak ikili anlamhhklarimn Mann Whitney

U testi (p<0.05) ile karsilagtirmalari)

Kontrol

Adhese

Protect Bond

Scotchbond MP

XPBond

Kontrol Bog

Kontrol
Vitrebond

Adhese

Protect Bond

Scotchbond
MP

Sekil 4.17:Hucre kaltdr dentin bariyer testinde 72 saatte kontrol materyallerinde BRDU
pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k mikroskobu gériintiileri. a) pozitif kontrol

(orjinal blyttme x40)

edilememistir.

Negatif kontrol grubundan hicre goruntist elde
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Sekil 4.18:Hiicre kiiltiir dentin bariyer testinde 72. saatte primer ve bonding kisimlari ayr
olarak uygulanan dentin baglayicilarda BRDU pozitif isaretlenmis hiicrelerin 151k

mikroskobu goruanttleri. a)AdheSE (orjinal buyitme x40)

b)Protect Bond

(orjinal biiyiitme x40). Scotchbond MP ve primer ve bonding kisimlari birlikte
uygulanan dentin baglayicilarin Xeno V ile XP bond’da hiicre goriintiisii elde

edilememistir.

4.3.2.3. Hicre Kdalttirt Dentin Bariyer Testinde 24 ve 72 Saatlik Gruplarda

Hiicrelerin BrDU ile isaretlenme Oranlarinin Degerlendirilmesi

Dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin BrDU ile

isaretlenmis hiicre oranlar1 sekil 4.19°da ve 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin

BrDu (%) degerlendirilmesi tablo 4.42°de gosterilmistir.

Tablo 4.42:Dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda hticrelerin BrDU pozitif
isaretlenme oranlarinin (%) degerlendirilmesi

BrDU (%)
Dentin Bariyer 24 saat 2 saat p
Ort+SE Ort+SE
(Medyan) (Medyan)

Kontrol (Bos)" 23,00+1,15 (23) 46,00+0,58 (46) 0,050*
Kontrol (Vitrebond)? 10,67+0,33 (11) 20,00+0,58 (20) 0,046*
AdheSE? 17,67+0,33 (18) 35,33+0,33 (35) 0,043*
Protect Bond’ 8,67+0,88 (9) 24,33+0,33 (24) 0,046*
Scotchbond® 9,33+0,33 (9) 17,33+0,88 (17) 0,046*
Xeno V° 14,33+0,33 (14) 23,67+0,33 (24) 0,043*
Xp Bond’ 11,00+0,00 (11) 10,67+1,53 (11) 1,000
** Mann Whitney U Test * p<0.05
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Uygulanan dentin baglayicilar, pozitif ve negatif kontrol grubuna ait 24 ve 72
saat sonundaki BrDU ile isaretlenmis DNA sentezi goriilen hiicre oranlari
kiyaslandiginda, bu oranlarin XP Bond disinda uygulanan diger tiim dentin baglayicilar
icin siire artistyla baglantili olarak istatistiksel diizeyde anlamli bir artig gosterdigi tespit

edilmistir. XP Bond’da ise anlamli bir artig bulunmamastir.

BrDU (%)

50 -
45 1
40 1
35
30
25 |
20 |
15 1

10 -

Kontrol (Bos) Kontrol AdheSE Protect Bond Scotchbond Xeno V Xp Bond
(Vitrebond)

Dentin Bariyer |0 24 saat B 72 saat

Sekil 4.19:Dentin bariyer testinde 24 saat ve 72 saatlik gruplarda materyallerin BrDu
pozitif isaretlenme oranlari

4.4, Test Materyallerinin Hucre Morfolojilerine Etkilerinin Taramah Elektron
Mikroskopu ile Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiir insert testinde kullanilan dentin baglayici sistemlerin hicreler
iizerine etkisinin SEM’de incelenmesi sonucunda (Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22,
Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29)
elde edilen bulgular degerlendirildiginde en fazla sitotoksik etki Protect Bond primer,

XP Bond ve Xeno V gruplarinda izlenmistir. 72 saat sonunda uygulanan bu dentin
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baglayicilarinin, hiicre morfolojilerini etkiledigi, hiicre morfolojilerinin bir biitiin olarak
izlenmedigi, hiicrelerin parcalanmig bir yap1 sergiledigi goézlemlenmistir. Bunun
yaninda Scotchbond MP primer grubunda ise, Protect Bond primer, XP Bond ve Xeno
V ile ayn1 diizeyde olmasada huicrelerin morfolojileri Gizerinde belirgin bir etki meydana
getirmistir. SEM g0runtllerinde hicrelerin birbiriyle baglantisinin koptugu, hiicrelerin
sitoplazmalarinin yer yer boliindiigii ve pargali bir halde bulundugu gozlemlenmistir.

72 saat sonunda diger dentin baglayici sistemlerde hiicreler tzerinde sitotoksik
etkiye bagh cesitli diizeylerde degisiklikler izlenmistir. Scotchbond MP bond kisminda
SEM goriintiilerinde hiicrelerin bir kisminin diger hiicrelerle olan baglantisini kopararak
yuvarlak bir sekil gésterdigi, yer yer ise hiicreler arasi sitoplazmik baglantilarin azaldigi
goriilmiistiir. AdheSE bond’da ise hiicre sayisinin yer yer azaldigi ve bazi hiicrelerde
cekirdegin parcali bir yap1 gosterdigi izlenmistir. AdheSE primerde hiicre sayisimnin
oldukca azaldigi, hiicrelerin birbiriyle olan sitoplazmik baglantilarinin tamamen ortadan
kalktig1, hiicre ¢ekirdeklerinin izlenmedigi goriilmiistiir.

Hiicre kiiltiir insert testinde HEMA kullanilan pozitif kontrol grubunda hiicre
nikleusunda parcalanma, sitoplazmada bdlinme izlenirken, hicrelerin baglantilarinin

koptugu ve birbirinden ayrildiklar1 gozlenmektedir.

Dentin bariyer testinde dentin baglayilar uygulandiktan 72 saat sonra elde edilen
SEM gortntiileri incelendiginde (Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil
4.34, Sekil 4.35) uygulanan dentin baglayici sistemlere bagl olarak hiicreler iizerinde
cesitli sitotoksik etkiler gézlemlenmistir. Vitrebond’da hiicre sayisinin oldukca azaldigi,
hiicrelerin sitoplazmalarinin pargalandigi izlenmistir. Diger yandan Scotchbond MP ve
Protect Bond’un olusturdugu etkilerin birbirine benzerlik gdsterdigi gorilmiistiir. Yer
yer hiicrelerin yuvarlaklastigi, birbirleri ile baglantilarin1 kopardigi ve yer yer
sitoplazmalarmin pargalandig1 gézlemlenmistir. AdheSE’de ise hiicre sayisinimn azaldigi
hiicreler arasi sitoplazmik baglantilarin yer yer koptugu ya da inceldigi, hiicrelerin sekil
degistirmeye yoneldigi izlenmistir. Xeno V’de hiicrelerin yer yer sekil
degistirdigi,yuvarlak bir sekle doniistiigli ve yer yer hiicrelerin birbirleri ile sitoplazmik
baglantilarinin koptugu tespit edilmistir. XP Bond’da ise hiicre yogunlugunun azaldig,
yer yer sitoplazmalarin pargalandigi ve sitoplazmik baglantilarin koptugu gozlenmistir.
Bazi alanlarda ise hiicrelerin bir arada kiimelendigi ve birbirleri ile sitoplazmik

baglantilarini koparmadig1 izlenmistir.
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20 ym EHT = 20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 1.00K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.20: Hicre kaltird insert testi negatif kontrol SEM gorintist (x1000 biyitme)

10 ym EHT =20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.21:Hlcre kdltlrl insert testi pozitif kontrol (HEMA) SEM gorintist (x1000
blyutme)
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10 um EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009 ;( 2
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum O,

Sekil 4.22: Hiicre Kiiltiirii insert testi AdheSE bond kistm SEM goriintiisii (x1000
blyutme)

EHT =20.00 kv Signal A= SE1 Date :14 Jul 2009
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum X

Sekil 4.23: Hiicre Kkiiltiirii insert testi AdheSE primer kismm SEM goriintiisii (x1000
blyutme)
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ONLY S
%)
20 ym EHT =20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009 ;"%’:
Mag= 1.00K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum ’),\v ¢

Sekil 4.24: Hiicre Kiiltiirii insert testi Protect Bond bond kismu SEM goriintiisii (x1000
blyutme)

20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 200K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.25: Hiicre Kkiiltiirii insert testi Protect Bond primer kisbm SEM goriintiisii (x2000
blyutme)
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20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009 \*
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.26: Hiicre Kkiiltiirii insert testi Scotcbond MP bond kismu SEM goriintiisii (x1000
blyutme)

10 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 1.00K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.27: Hiicre kiiltiirii insert testi Scotchbond MP primer kisom SEM goriintiisii (x1000
blyutme)
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20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 200K X WD =355 mm Vacuum Mode = High Vacuum

20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4.29:Huicre kultlru insert testi XP Bond SEM goruntisi (x1000 blyutme)
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20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum

20 ym EHT = 20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009 ;‘<
&

Mag= 100K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum %

Sekil 4.31:Hucre kultlri dentin bariyer testi AdheSE SEM goruntisi (x1000 blyutme)
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20 pm. EHT =20.00 kV SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009
Mag= 1.00K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum % {»

Sekil 4.32: Hucre kiltird dentin bariyer testi Protect Bond SEM gdéruntisi (x1000
blyutme)

y P
20 ym EHT=2000kV  SignalA=SE1  Date :14 Jul 2009 ;(’ A\
Mag= 1.00 K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum ¥ vy

Sekil 4.33: Hicre kulturi dentin bariyer testi Scotchbond MP SEM goérintist (x1000
blyutme)
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ONLY S
20 pm EHT =20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009 “@”—
Mag= 1.00K X WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum OO

20 ym EHT = 20.00 kV Signal A=SE1  Date :14 Jul 2009 K
Mag= 1.00KX WD =345 mm Vacuum Mode = High Vacuum O

Sekil 4.35:Hcre kultlri dentin bariyer testi XP Bond SEM gérinttsi (x1000 buyitme)
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5. TARTISMA

Dentin baglayic1 sistemler kavite duvarlari ile restoratif materyal arasinda
meydana gelen baglanmayi saglar. Ayrica dentin baglayict sistemler hassasiyet giderici
ajanlar olarak da kullanilmaktadir (161,162). Dentin baglayict sistemlerin kullanilmasi
ile; regine esash restoratif materyal ile dis dokusu arasi baglantinin arttirilmasi,
mikrosizintinin azaltilmasi ve meydana gelen okluzal streslerin dagitilmasi amaclanir
(163). Dentin baglayic sistemler dentin dokusuna baglanmay1 hibrit tabaka olusumuyla
saglar. Ayrica dentin kanallar1 igerisinde re¢ine uzantilarida gozlemlenir. Meydana
gelen bu recine uzantilari restorasyon materyali ile dis dokusu arasi baglantiy1
arttirrken agilan dentin kanal agizlarmin kapatilmasini saglar. Dentin baglayict
sistemlerin canli dentin dokusu ile yakin ve siki bir temas halinde olmasi nedeniyle
pulpa dokusunda olusturacaklar1 etkiler 6nem kazanmistir. Bu nedenle dentin baglayici
sistemlerin biyolojik agidan uyumluluklar1 bu materyallerin klinik performansi

acisindan onemlidir (22).

Dentin baglayic1 sistemler agiz igerisinde farkli sivi ortamlar ile temas
halindedir. Kompozit re¢inelerle birlikte kullanilan dentin baglayicilar dentin sivisiyla
temasta olur ve baglayicilarda ¢6ziinme meydana gelebilir. Ayrica hassasiyet giderici
olarak kullanilan dentin baglayic1 sistemler agiz sivilar1 ile karsilasir ve sivilar
tarafindan bu baglayicilardan da ¢oziinme olusabilir. Bunun sonucunda agiga c¢ikan

bilesenlerde tlkulrik yolu ile agiz igerisine tasimnir (2,26,162,164)

Recine esasli restoratif materyallerden salinan bilesenlerin tipi ve miktar1 bu
materyallerin biyolojik davranislarimi1 6nemli diizeyde etkiler (26). Dentin baglayici
sistemlerin TEGDMA ve HEMA gibi bilesenleri tek baslarina ya da kompozitlerle
birlikte dentin araciligi ile pulpaya ulasabilir ve belirli konsantrasyona ulasinca pulpada
reaksiyona neden olabilir. Diger yandan dentin baglayict sistemlerin icerdikleri
bilesenler ve bu bilesenlerin birbirleri ile olan etkilesimleri dentin baglayic1 sistemler ile
ilgili bildirilen farkli pulpa reaksiyonlarini agiklayabilir (155). Ayrica bir ¢ok faktor de
dentin baglayic1 sistemlere bagli olarak meydana gelen reaksiyonlar1 etkileyebilir.
Bunlar; operatif islemler, kalan dentin kalinligi, uygun kaide materyali ve dentin

gecirgenligidir (33).



143

Restoratif materyallerin biyouyumlulugunu degerlendiren arastirmalarda cesitli
test metotlar1 kullanilmaktadir. Bu metotlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 hayvan
deneyleri ve hiicre kiiltiir testleridir. Dental materyallerin sitotoksitesini degerlendirmek
icin hayvan deneyleri yapilmasi uzun zaman almakta, pahali ve kamuoyunda oldukga
tartigma yaratmaktadir. Hayvan deneyleri ile karsilagtirildiginda hiicre kiiltiir metotlari
onemli teknik avantajlara sahiptir. Hiicre kiiltiir metotlar1 daha iyi standardize edilebilir
ve bu metot ile deneylerin tekrar edilebilirligi kolaydir. Ayni zamanda uygulamasi
kolay, daha az zaman alan ve daha diisiitk maliyete sahip testlerdir (165). Bu nedenle

calismamizda hiicre kiiltiir test yontemleri kullanilmastir.

Calismamizda dentin baglayici sistemlerin sitotoksik etkileri 3T3 fare fibroblast
hiicrelerinden elde edilen hiicre kiiltlirleri tizerinde yapilmistir. Dental materyallerin
etkisine maruz kalan dokulardan primer hcrelerin izole edilmesinin sitotoksite
testlerinde in vivo kosullar1 birebir taklit etmesi agisindan daha giivenilir olacagi
belirtilmektedir. Ancak bu dokulardan primer hicrelerin izole edilmesi oldukca gic ve
zaman alicidir. Devamli hiicre hatlarmin smirsiz ¢ogalabilme yetenekleri ile
karsilastirildiginda primer hiicrelerin sayist smirli ve daha da 6nemlisi bu hicrelerin
yasam siireleri devamli hiicre hatlarina gore daha kisadir. Ayrica primer insan hiicreleri
izolasyonlar1 sonrasi pasaja baglh olarak bir kimyasal maddeye farkli cevap
verebilmektedir. Diger taraftan L.-929 ya da 3T3 fare fibroblastlar1 gibi devamli hiicre
hatlar1 geleneksel sitotoksite izleme testlerinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltlir ortaminin sartlar1 kolay kontrol edilebildiginden dolayr dis hekimliginde
kullanilan materyallerin biyouyumluluk degerlendirmelerinde devamli hiicre hatlarinin
kullanilmas1 uluslararas1 standartlar tarafindan da onerilmektedir. Ayrica giiniimiizde
primer hiicrelerden kaynaklanan problemleri agsmak amaci ile bu hiicreler transforme
edilerek smirsiz yasama Ozelligine sahip hiicre hatlar1 elde edilmektedir. Primer
hiicrelerin transformasyona ugratilarak sinirsiz bir yasama sahip devamli hiicre elde
edilmesi teknigine sahip olmadigimizdan arastirmalarda yaygin olarak kullanilan smirh
bir yasama sahip 3T3 fare fibroblast devamli hiicre hatlar1 iizerinde calismamiz

gerceklestirilmistir (119,121,132,166).

Dental materyallerin sitotoksitesinin degerlendirildigi in vitro testlerde
materyallerin in vivo ortamda olusturdugu temas sekilleri taklit edilmeye g¢alisilir. In

vitro direkt hicre materyal temas testlerinde deney materyalleri dogrudan hiicre ile
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temas eder (167). In vivo ortamdaki indirekt temas taklit edebilmek igin uygulanan in
vitro indirekt hucre materyal temas testlerinde ise agar overlay, milipor filtre ve dentin
gibi maddeler materyal ile hiicre arasma bir bariyer olusturacak sekilde
uygulanmistir(5,168). ISO in vitro hiicre kiiltiir testlerinde klinik kullanim igin
gelistirilen ve pazarlanan materyalleri ya da bu materyallerden 6zgiin sivilar igerisinde
elde edilen ekstraktlarin kullanilmasini 6nermektedir. Son yillarda materyallerden
salinan bilesenlerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan indirekt temas

yontemlerinin dnem kazandigi bildirilmektedir (132,134).

Tang ve ark., sitotoksite testlerinde hicre kultir insertlerinin direkt kontak
testlerine gore daha kolay tekrar edilebilir ve dogru sonuglar ortaya koydugunu
belirtmislerdir. Bunun yaninda hiicre kiiltlir insertlerinin ticari olarak pazarlanmasindan
dolay1 kolayca elde edilebilmesi ve uygulanma bigimlerinin basit olmasi nedeniyle bu
insertler kullanilarak yapilan testlerin daha iyi standardize edilebilecegi agiklanmistir.
Ayrica bu sistemlerin bir diger avantaji hiicrelerin recine igerikli materyallerin etkilerine
strekli maruz birakilmasidir. Boylece bu test yonteminin kullanilmas: ile

materyallerden salinan bilesenlerin sitotoksik etkisi belirlenir (134).

Tim bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda uygulanan materyallerden salinan
bilesenlerin hem sitotoksitesini test etmek hem de in vivo ortami daha iyi taklit etme
acisindan indirekt bir test metodu kullanilmis ve bu amagla ticari olarak pazarlanan

hiicre kiiltiir insertlerinden yararlanilmistir.

Dental restoratif materyallerin sitotoksitesini test etmek icin glinimuzde 6zgin
hiicre kiiltiir test metotlar1 gelistirilmistir. Bu metotlardan biri de hiicre ile test materyali
arasinda dentinin bariyer olarak kullanildig1 test metodudur. Bu amagla iki tiir uygulama
tanimlanmistir. Bu uygulamalardan birisinde insan 3. molar dislerden dentin kesitlerinin
elde edilmesi diger uygulamada ise preslenmis dentin talaglarinin kullanilmasidir. Her
iki uygulama yontemine ait cesitli dezavantajlar bildirilmistir. Bu dezavantajlar uygun
kalinlikta dentin diskinin sinirli sayida elde edilmesi, farkli dentin diskleri arasinda
gecirgenlik farkmin olabilmesi ve preslenmis dentin talaglarinin normal dentinin
anatomik yapisini yansitmamasidir (139). Bu dezavantajlar1 asmak amaciyla Schmalz
ve ark. tarafindan si@ir dentin disklerinin kullanildigi bir dentin bariyer test yontemi
Onerilmistir. Bu metotta fare fibroblastlar1 direkt olarak dentin diski zerine ekilerek

standardize edilmeye calisilmis bir uygulama sekli agiklanmistir. Son yillarda ticari
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olarak pazarlanmakta olan, yapay olarak pulpa odasi taklit eden ve dentin diskinin
bariyer olarak kullanildigi boliimlii oda igeren aygitlar bu tiir testlerde kullanilmaktadir.
Ayrica bu aygitlar bir perflizyon cihazina baglanarak pulpanin kan dolagimi ve in vivo
ortam daha gercege yakin olarak taklit edilebilmektedir (138). Diger taraftan
caligmalarda farkli arastiricilar tarafindan yukarida belirtilen esaslara dayanan gesitli
dentin bariyer test cihazlar1 tanimlanmistir. Bu cihazlar sitotoksite degerlendirmesinde
standartlar1 karsilayacak sekilde dizayn edilmislerdir. Calismamizda in vivo ortami daha
fazla taklit etmesi acisindan dentin bariyer testi kullanilmistir. Benzer sekilde
arastirmamizda klinik duruma yakin olmasi agisindan 3. molar dislerden alinan dentin
diskleri kullanilmistir. Ayrica dentin kesitleri arasinda dentin gecirgenligindeki
farkliliklar1 onlemek amaciyla tiim kesitler disin orta boliimiinden (ekvator hattinin

Imm altindan) alinmistir.

Daha uzun siire dentin baglayici sistemlerin etkisine maruz kalindiginda dentin
baglayici sistemlerin bilesimini olusturan monomerlerin birbirlerinin etkisini arttirma
(sinerjist etki) etkilesimlerinin daha sik goriildiigii belirtilmistir. Bunun sonucu olarak
monomerlerin etkisine maruz kalma siiresinin dentin baglayicilarmn toksisitesi tizerinde
cok giiclii bir etkiye sahip oldugu ifade edilmistir.(155) Dolayisiyla ¢alismamizda hem
kisa donemde hem de uzun donemde ortaya c¢ikan sitotoksik degisiklikleri
degerlendirmek amaciyla test materyalleri 2 farkli zaman diliminde (24-72 saat)

uygulanmis bdylece siireye bagl olarak sitotoksik etkiler incelenmistir.

Calismamizda dentin baglayici sistemlerin primer kisimlar1 gergek klinik
durumu yansitmasi agisindan hiicre kiiltiir insertlerine uygulanmistir. Diger taraftan ise
dentin baglayici sistemlerin bond kisimlar1 klinik durumu yansitmasi agisindan hiicre
kultiir insertlerine uygulanmadan 6nce polimerize edilmislerdir. Gerzina ve ark. dentin
bondinglerin 1sikla polimerize edildikleri zaman bu materyallerden salinan
monomerlerin miktarinin sitotoksik etki gosterebilecek dozun cok altinda olduklarini

belirtmislerdir (169).

Caliymamizda hiicre kiiltiir insertlerine test materyalleri uygulandiktan 24 saat
sonra toplam hiicre sayis1 bulgular1 degerlendirildiginde primer ve bonding kisimlar1
ayr1 olarak uygulanan dentin baglayicilarmm primer kisimlarmm ( AdheSE primer,
Protect Bond primer, Scotchbond primer) ve primer ve bonding kisimlar1 birlikte

uygulanan dentin baglayicilardan XP Bond’un diger test materyallerinden istatistiksel
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olarak anlamli diizeyde daha fazla sayida hiicre azalmasina neden oldugu tespit
edilmigstir. Diger taraftan 24 saat sonunda AdheSE bond kismi istatistiksel diizeyde

anlamli olarak en az sayida hiicre azalmasina neden olmustur.

Hiicre kiiltiir insertlerine dentin baglayici sistemler uygulandiktan 72 saat sonra
toplam hiicre sayisina gore degerlendirildiginde benzer etkinin devam ettigi
gozlenmistir. Diger yandan 72 saat sonunda Protect Bond’un bond kisminin hiicre
sayist Uzerine sitotoksik etkisinin 24 saatlik degerlere gore arttigi, HEMA nin ise
azaldig1 gozlenmistir. Ayrica AdheSE bond kisim ve Protect Bond primer kisimlarinin

sitotoksik etkileri 72 saat sonunda anlamli diizeyde artmigstir.

Hiicre kiiltiir insertlerine test materyalleri uygulandiktan 24 ve 72 saat sonra
toplam hiicre sayisina gore primer ve bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan dentin
baglayicilarin etkileri kiyaslandiginda primer kisimlarmin sitotoksitesinin bonding

kisimlarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Grobler ve ark., farkli dentin baglayici sistemlerin (Clearfil Protect Bond, Adper
ScotchBondl1, Xeno I, Prime & Bond NT) sitotoksik etkilerini karsilastirdiklari
caligmalarinda Xeno III isimli dentin baglayicinin en fazla toksisiteye sahip oldugunu
bunu Clearfil Protect Bond’un izledigini saptamislardir. Arastiricilar Clearfil Protect
Bond primer kismimin bond kismindan 3 kat daha fazla toksik oldugunu belirtmisler ve
primer kismimn MDPB monomeri i¢germesinin buna neden olabilecegini bildirmislerdir
(41). Calismamizda benzer sekilde Clearfil Protect Bond primer kismi bond kismindan
daha toksik bulunmustur. Wiegand ve ark., dentin hassasiyet giderici ajanlarin
sitotoksik etkisini dentin bariyer test yontemi ile karsilastirdiklar1 c¢aligmalarinda
Clearfil Protect Bond dentin baglayici ajanin diger test materyallerine oranla anlamli
dizeyde sitotoksik oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar Clearfil Protect Bond’un
sitotoksik etkisini bu materyalin icerdigi MDPB monomeriyle ac¢iklamiglardir. MDPB
antibakteriyel bir kimyasal madde oldugu belirtilmistir. Bu maddenin dis
hekimligindeki materyallerde kullanilan diger monomerlere benzer ya da daha diisiik
sitotoksik etki potansiyeline sahip oldugu ileri stiriilmistiir (170,171). Diger yandan
calismamizda Protect Bond un primer kism1 diginda baglayict kisimlardan ayri olarak
uygulanan diger primerlerinde benzer sekilde daha fazla sitotoksite sergilemesi, toksik

etkinin sadece MDPB icerigi ile agiklanamayacagini diisiindiirmektedir. Regine esasli
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dental materyallerin sitotoksik etkileri bu materyallerin suda ¢dziinebilen bilesenlerinin
medyum igerisindeki konsantrasyonu ile iliskili olabilir. Dentin bonding ajanlarin sahip
oldugu farkli monomer oranlar1 bu materyallerin farkl sitotoksik etkilerini agiklayabilir
(33). Kaga ve ark., dentin baglayici sistemlerin primer ve polimerize olmamis bonding
kisimlarinin agirlik olarak 10-20 %’ sinin kiiltir medyumu igerisinde ¢6ziindiigiinii
diger taraftan polimerize olmus bonding kisimlarin ise kiiltiir medyumunda 1.5-2.5 %

oraninda ¢oziindigiinii bildirmislerdir (17).

Calismamizda 24 ve 72 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayri1 ayri
uygulanan dentin baglayicilarin primer kisimlarm HEMA’dan daha fazla hiicre
sayisinda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Polimerize edilmeyen primerlerin diisiik
molekiiler agirlikli hidrofilik regineleri ¢oziicli bir rol oynayarak bonding ajanlarmin
hidrofilik regine kisimlarinin pulpaya diflizyonunu arttirabilir. Bundan dolay1
primerlerin igerisinde bulunan bu monomerlerin hizli difiizyon 6zelligi ve primer
bilesenlerinin birbirleri ile etkilesimleri bu materyallerin sitotoksik etkilerini arttirmis
olabilir. Diger yandan dentin baglayicilarin primer kisimlarmin HEMA, TEGDMA ve
UDMA gibi monomerler igermesi yaninda ¢oziicii nitelikte farkli monomerler solventler
icermesi ve bu bilesenlerin birbiri ile olan etkilesimlerinin daha fazla sitotoksik etki
olusturabilecegi diistiniilmektedir.Ratanasathien ve ark., dentin baglayicilarin i¢inde var
olan farkli reginelerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin sitotoksiteyi degistirebilecegini
belirtmiglerdir (24,155). Dentin baglayici sistemlerin bilesimindeki her bir monomerin
konsantrasyonu toksisiteyi etkiler. Diger yandan dentin baglayici sistemlerin bilesimini
olusturan c¢esitli monomerler arasinda ii¢ tip etkilesim olacagi belirtilmistir. Bu
etkilesimler monomerlerin birbirlerinin etkisini arttrma (sinerjist etki), her monomerin
etkilerinin birbirine eklenmesi (ilave etki) ve monomerlerin birbirlerinin etkisini
azaltmasi (antagonist etki) olarak tanimlanmistir. Ayrica bu etkilerin bilesimdeki
monomerlerin konsantrasyonundan etkilenecegi bildirilmistir. Ratanashien ve ark. 24
saatte tlim farkli monomer bilesimleri arasinda antagonist etkinin sinerjist ve ilave
etkiden daha baskin oldugunu diger yandan 72 saatte antagonist etkinin azaldigini
sinerjik etkinin arttigmm1 bu etkinin UDMA ve TEGDMA bilesiminde ¢ok belirgin
oldugunu saptamiglardr. HEMA/Bis-GMA ve Bis GMA/TEGDMA bilesimlerin 24 ve
72 saatlik zaman araliklarinda birbirleri arasindaki etkilesimlerinin  UDMA ve
TEGDMA bilesimine benzer oldugu saptanmistir.(155). Dental materyallerden salinan

bilesenler dokuda bir reaksiyona neden olurlar. Doku reaksiyonunun materyalin
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konsantrasyonuna, etki siiresine ve dokunun bu bilesene karsi verdigi yanita baglh
oldugu bildirilmistir (172). Hanks ve ark., iki farkli dentin baglayic1 sistem ve
iceriklerinin  (Gluma/gluteraldehit, Scotchbond2/HEMA) BALB/3T3 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Yiiksek konsantrasyonda bu
materyallerin mitokondride matriks enzimlerini degistirdiklerini belirtmislerdir.
Arastiricilar  gluteraldehitin HEMA’dan daha toksik oldugunu fakat iki baglayici
sisteminde benzer sitotoksik etki gdsterdigini bildirmislerdir (12). Szep ve ark.
yaptiklar1 calismada Bis-GMA ve HEMA icerigine sahip Optibond Solo dentin
baglayici sitemin, Bis-GMA, UDMA ve HEMA igerigine sahip Scotchbond 1 dentin
baglayict sistemden daha az sitotoksik oldugunu agiklamiglardir (28). Calismamizda
kullanilan tiim dentin baglayici sistemler HEMA igermektedir ancak bu materyaller
HEMA’nin disinda da bir ¢ok farkli bilesene sahiptir ve dolayisiyla bu materyaller
farkli sitotoksik etkilere sahiptirler.

de Souza Costa ve ark., polimerize edilmeden uygulanan dentin baglayici
sistemlerin meydana getirdigi erken sitotoksik etkinin nedenini bu materyallerin
icerdikleri asidik ajanlar oldugunu belirtmislerdir. Test materyallerinin hiicre Kaltlr(
icerisindeki medyumun rengini kirmizidan sartya doniistiirmesini materyallerin asidik
icerikleriyle agiklamiglardir (25). Calismamizda benzer sekilde Ozellikle dentin
baglayici sistemlerin primer kisimlar1 hiicre kiiltlir insert igerisindeki medyumu kirmizi
renkten sar1 renge doniistirmiistiir. Calismamizda kullandigimiz dentin baglayici
sistemlerin primer kisimlarinin asidik igerikleri (Scotchbond Multi Purpose primer —
polialkenoik asit; Protect Bond primer — fosfonik asit akrilat; AdheSE primer — regine
modifiye alkenoik asit) (Tablol) 24 ve 72 saat sonunda gorilen yiksek sitotoksik

etkilerin bir nedeni olarak gosterilebilir.

Diger yandan 24 ve 72 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 birlikte
uygulanan dentin baglayicilarin hiicre sayisina gore sitotoksik etkileri primer ve bond
kisimlar1 ayr1 ayri1 uygulanan dentin baglayicilar ile kiyaslandiginda XP Bond’un
anlamli olarak primer kisimlar ile ayni sayida hiicre azalmasmna neden oldugu ve
sitotoksitesinin HEMA’dan daha fazla oldugu saptanmistir. Calismamizin bulgularini
destekler sekilde Koulaouzidou ve ark. 3 farkli dentin baglayici ajanin (Clearfil Tri-S,
XP Bond, AdheSE) fibroblastlar Uzerinde sitotoksik etkilerini inceledikleri

caligmalarinda hiicre sayilarinda en fazla azalmayr XP Bond’un neden oldugunu,
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AdheSe dentin baglayici sistemin ise neden oldugu hiicre azalmasinin ¢ok az diizeyde
ortaya c¢iktigini tespit etmislerdir (46). Kanimizca XP bond’un daha fazla sitotoksik etki
gostermesinde uygulanan diger dentin baglayicilardan farkli olarak UDMA ve
TEGDMA igerigine sahip olmasi etkili olabilir. Sitotoksitenin recineyi olusturan
bilesiklerin tipine ve bunlarm molekiiler agirliklarina bagli olduklar1 agiklanmistir.
HEMA nin diisiik molekiiler agirliga sahip bir monomer oldugu ve UDMA, TEGDMA,
Bis-GMA’dan daha az toksik oldugu bildirilmistir. Benzer bir sekilde yapilan bazi
calismalarda Bis-GMA ve UDMA’nm fibroblastlar iizerinde ¢ok giiclii toksik etki
gosterdigi, HEMA ve TEGDMA’nin ise orta derecede toksik etki gosterdigini
bildirmiglerdir (155,173,174). Calismamizdaki bulgularla benzer sekilde Geurtsen ve
ark., 5 farkli dentin baglayic1 ajandan (Solobond Plus, Solist, Scotchbond Multipurpose,
Syntac SC ve Prime & Bond 2.1 ) elde ettikleri 6zitun sitotoksitelerini inceledikleri
caligmalarinda Solobond’un en fazla toksisite gosterdigini ve bunu Scotchbond MP ve
Syntac SC’nin izledigini belirtmislerdir. Arastiricilar Solobond’un sitotoksik etkisini bu
bondingden biiylik miktarda salinan TEGDMA’ya baglarken, Scotchbond MP ve
Syntac SC’nin toksik etkisini de bu iki bondingden oldukc¢a yiliksek miktarda salinan
HEMA’ya baglamiglardir (26). Oliva ve ark., re¢ine modifiye cam iyonomer simanimin
toksik etkisinin nedeni olarak materyalden salinan HEMA’y1 gostermistir. Ayrica
arastiricilar medyum pH’smi 3 giinliik materyal inkiibasyonu sonunda 5.6 olarak tespit
etmigler ve bunun nedeni olarak da materyalden salinan poliakrilik asit oldugunu

belirtmislerdir (175).

24 ve 72 saat sonunda hiicre kiiltliir insert testinde canli hiicre sayilari
karsilastirildiginda AdheSe’nin bond kisminin, Protect Bond’un hem bond hem primer
kismmin siire artisiyla orantili olarak anlamli diizeyde sitotoksitelerinin arttigi
gbézlemlenmistir. Bunun disinda diger materyallerde siire artigsiyla orantili olarak
sitotoksik etkilerinde zamana bagli olarak istatistiksel bir farklilik saptanmamistir.
Calismamizin bulgulartyla uyum i¢inde Vahid ve ark polimerize edilmis iki dentin
baglayici sistemin (Single Bond, Prime&Bond) farkli zaman araliklarinda ( 36-72 saat)
insan monosit hiicreleri canliligi iizerinde etkinligini inceledikleri ¢aligmalarinda
hiicrelerin canliligmin zamanla baglantili oldugunu ve canliliin zaman igerisinde
azaldigmi saptamuglardir (176). Diger taraftan ¢aligmamizin bulgularindan farkli olarak
Clearfil Protect Bond’un sulandirilmis konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerinin

zamana bagl olarak istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farkliik bulunmamistir
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(38). Bunun yaninda bu ¢alismada Protect Bond’un sulandirma oran1 azaldikga hiicreler
iizerinde sitotoksik etkinin arttig1 gézlemlenmistir. Ancak bu ¢alismadan farkli olarak
dentin baglayicilarin primer kisimlar1 sulandirilmadan, bonding kisimlar1 ise polimerize
edilerek uygulanmistir. Dolayiyla ¢alismamizda 6rneklerden salinan sitotoksik ajanlarin
yogunluklarinin daha fazla olacagi diisiiniilebilir. Diger bir ¢alismada ¢oziinerek sulu
ortama gecen 9%5-10 arasinda baglanmamis monomer oranmin salindigl regine
bilesiginin agirlik olarak %2’sine esit oldugu bildirilmistir (177). Koliniotou-Koubia ve
ark., dentin baglayici sistemlerin etkisine maruz kalma siiresi arttikga daha giiclii
sitotoksik etki gosterdiklerini ve daha uzun siirede toksik etkilerinin goriilme sikliginin
daha yiiksek oldugunu agiklamislardir (27). Calismamizda siire artigina bagh olarak
dentin  baglayicilarin  sitotoksik  etkilerindeki farkliliklar bu  baglayicilarin
bilesimlerinden kaynaklanabilir. Ratanasathien ve ark. dentin baglayic1 ajanlar
icerisindeki farkli bilesenlerin birbirleri ile olan etkilesiminin sitotoksik etkide
degisiklikler meydana getirdigini agiklamislardir. Bu etkilesimler sonucu reginenin tek
basina meydana getirdigi sitotoksitenin, recineyi olusturan bilesenlerin toplam
toksisitesinden daha fazla veya daha az olabilecegini agiklamislardir.  Ancak
arastiricilar dentin baglayicilarin etkisine maruz kalma siliresinin daha artmasiyla

uygulanan recinenin toksisitesindeki artisin daha olasi oldugunu ifade etmislerdir (155).

Diger yandan Schedle ve ark., bonding ajanlardan salinan bilesenlerin toksik
etkilerinin bu bilesenlerin hiicreler iizerine uygulanmasindan sonra azalmaya basladigi
ve 6 hafta sonunda sitotoksik etkilerinde anlamli bir farklihk go6zlemediklerini
bildirmislerdir (178). Calismamizda HEMA insert igine sivi olarak uygulanmasina
ragmen 0.4pum porlardan sizarak medyuma yayildig1 ve ilk anda hiicrelerde toksik bir
etki meydana getirdigi diisiiniilebilir. Ayrica materyallerden salinan stabil olmayan
toksik bilesenler nedeniyle sitotoksitenin azalmasimnin g6z ardi edilemeyecegi

aciklanmustir (179).

Caligmamizda 24 saat sonunda dentin bariyer testinden elde edilen toplam hicre
sayist bulgular1 degerlendirildiginde AdheSE’nin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diger baglayici sistemlerden daha az sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Diger
yandan  Scotchbond MP’un ise Protect Bond disinda diger dentin baglayicilardan
anlamli diizeyde daha fazla sitotoksite sergiledigi bulunmustur. Calismamizda 72 saat

sonunda yine AdheSE’nin Protect Bond ve Xeno V disinda diger dentin baglayicilardan
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anlamli olarak daha az sayida hiicre azalmasina neden oldugu bulunmustur. Diger
yandan XP Bond’un Scotchbond MP disinda diger dentin baglayicilardan anlamli

olarak daha fazla sayida hiicre azalmasi sergiledigi tespit edilmistir.

Calismamiz bulgular1 incelendiginde bu en fazla etkiyi gosteren iki dentin
baglayici sistemin (XP Bond ve Scotchbond MP) etch&rinse dentin baglayicilar oldugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla bu materyaller dentine uygulanmadan once iiretici firma
onerisi dogrultusunda asit uygulamasi yapilmistir. Bu nedenle smear tabakasinin
kalkmas1 ve dentin kanallarinin agiga ¢ikmasi dentin gegirgenligini arttiracagindan bu
materyallerin yapisindan salinan toksik bilesenlerin daha fazla sitotoksik etki gostermesi
olasidir. Smear tabakasi dentin gecirgenligini %86 ‘ya kadar azaltabilme potansiyeline
sahiptir. Smear tabakasmin difuzyonu sadece %25-30 oraninda azalttiginda, uygulanan
materyalden salinan iiriinlerin diflizyonu i¢in dayanikli bir bariyer olusturmadigi
gosterilmistir (180). Diger yandan her iki materyalin kimyasal yapisi incelendiginde
Scotchbond’un Bis-GMA igerdigi XP bond’un ise hem UDMA, hem de TEGDMA
icerdigi bilinmektedir. Galler ve ark., degisen dentin kalinliklarmma gore farkli dentin
baglayicilarin (Syntac Classic, Prompt L-Pop ve Vitrebond ) sitotoksik etkilerini
inceledikleri caligmalarinda Syntac Classic isimli dentin baglayicinin hiicre aktivitesini
dentin kalinligma bagh olmadan hiicre aktivitesinde anlamli diizeyde azalmaya neden
oldugunu saptamislardir. Vitrebond ve Prompt L pop test materyallerinde dentin
kalmligina bagh olarak hiicresel aktivitenin degistigini gozlemlemislerdir. Arastiricilar
dentinin bir bariyer rolii oynadigin1 dentin kalinliginda artisla sitotoksitenin azaldigini
ifade etmisler ve bu etkinin materyalle baglantili olarak ortaya ¢iktigini ifade etmislerdir
(36). Calismamizin bulgularmi destekler sekilde Vajrabhaya ve ark., dentin bariyer test
diizenegi kullanarak 4 farkli dentin baglayici ajan1 (Syntac Single Component, Prime
and Bond 2.1, Single Bond, One Up Bond F) kullandiklar1 ¢alismalarinda total etch
baglayici sistemlerin self etch baglayict sistemlerden daha toksik oldugunu
belirtmislerdir (34). Demirci ark., uygulanan farkli bonding sistemlerin (Clearfil SE
Bond, Clearfil Protect Bond, AdheSE, Excite) sitotoksik etkilerinin negatif kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit etmemislerdir (45). Diger yandan
caligmamizda AdheSE dentin baglayici sistem disindaki diger dentin baglayicilar
negatif kontrol grubundan anlamli diizeyde daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Bu
farklilik da ¢alismamizda kullanilan hiicre tipinin, dentin test diizeneginin farkli olmasi

ve arastirmamizda sigir dentin diskleri yerine insan {iglincii molar dislerinden elde
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edilen dentin disklerinin kullanilmasi rol oynayabilir. Bunun yaninda self etch dentin
baglayici sistemlerin sitotoksik etkilerinin dentin bariyer test yontemi ile incelendigi bir
calisgmada Clearfil SE Bond, Clearfil Protect Bond ve Xeno III dentin baglayici
sistemlerin odontoblast benzeri hiicrelerde karsilastirilabilir diizeyde toksik etki
olusturdugu ancak sitotoksik etki agisindan aralarinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedigi agiklanmustir (47). Arastiricilar adeziv materyallerin toksisitesini bunlarin
kimyasal yapilarina ve pulpaya ulasan bilesenlerin konsantrasyonlarina baglh oldugunu
aciklamislardir. Diger yandan smear tabakasmi ve komsu dentini demineralize etme
kapasitelerinin sitotoksik etkileriyle bir baglantilarinin olmadigmi belirtmislerdir.
Hidrofilik monomer HEMA ve TEGDMA dentinden diftize olarak pulpada milimolar
diizeyinde yiiksek konsantrasyona ulasabildigi bildirilmistir. Bu difiizyon orani, kalan
dentin kalmhiginin azalmasi 6zellikle 1mm altina inmesi veya dentin dokusunun
asitlenmesi ile artabildigi agiklanmistir (170). Dolayisiyla dentin baglayici sistemlerden
salinan HEMA’nin pulpada 1.5-8 mmol/L diizeyine ulasabildigi belirtilmistir. Diger
taraftan pulpaya ulasan TEGDMA konsantrasyonu 4 mmol/L diizeyinde oldugu ve bu
konsantrasyonlarin pulpaya =zarar verecek dilizeyde oldugu ileri siiriilmiistiir
(16,181,182).

24 ve 72 saat sonunda dentin bariyer hiicre kiltliri testinde canli hiicre sayilari
karsilagtirildiginda uygulanan tiim dentin baglayicilarin sitotoksitelerinin zamana baglh
olarak arttig1, bu artis Xeno V ve XP Bond isimli baglayicilarda istatistiksel anlamlilik
gostermislerdir. Bouillaguet ve ark., in vitro 4 farkli dentin baglayici ajan1 (Aelitebond,
Optibond, Scotchbond Multi Purpose ve Prisma Universal Bond 3) dentin (zerine
uygulandiktan sonra 24 saatlik araliklarla topladiklar1 medyumlarin sitotoksik etkilerini
inceledikleri ¢alismalarimda bu test materyallerinin erken zaman araliklarinda
sitotoksitelerinin daha yliksek oldugu ge¢ araliklarda ise sitotoksitenin azaldigi
bulunmus ancak hiicre metabolizmasi lizerinde olusan baskilayici etkinin ge¢ evrelerde
dahi (160saat) kalict oldugu bulunmustur (23). Ancak bu ¢alismada uygulanan dentin
baglayicilardan medyuma gegen toksik bilesenler her 24 saatte bir medyumla birlikte
alindig1r i¢in uzun donem sonunda medyuma gegen toksik miktar azalmaktadir.
Dolayisiyla c¢alismamizin  bulgularmi  destekler sekilde uyguladigimiz — dentin
baglayicilardan medyuma gegen toksik bilesenler zaman iginde birikerek sitotoksik

etkide artisa neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Yasuda ve ark., tek asamali bes dentin bonding ajaninin (AQ Bond Plus,
Clearfil Tri-S Bond, Absolute, G Bond ve Adper Prompt) insan pulpa hicreleri ve
odontoblast benzeri hiicrelerinde  sitotoksitelerini inceledikleri ¢alismalarinda
polimerize edilerek uygulanan orneklerin polimerize edilmeden uygulanan ¢rneklerden
2%- 65% arasinda daha az sitotoksik etki gosterdiklerini saptamislardir. Arastiricilar
uygulanan bu dentin bonding ajanlarin sitotoksitelerinin zamana bagli olarak ortaya
¢iktigmi ve hiicre canliligmin 72 saat sonunda 24 saat sonunda goriilen canlilik
oranlarindan 2% ile 46% daha az oldugunu tespit etmislerdir (43).Reichl ve ark.,
yaptiklar1 bir calismada 24 ve 48 saat sonunda en fazla sitotoksik etkiyi Bis-GMA nin
gosterdigini bu etkiyi sirasiyla UDMA ve TEGDMA’nm izledigini belirtmislerdir
(183).

Hiicre kiiltiir insertlerine test materyalleri uygulandiktan 24 saat sonra primer ve
bonding kisimlar1 ayri olarak uygulanan dentin baglayicilarin apoptoz oranlarina gore
etkileri kiyaslandiginda primer kisimlarmin sitotoksitesinin bonding kisimlarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla oldugu tespit edilmistir. 72 saat sonunda
ise Protect Bond primer disinda diger primer kisimlarinin ayni etkiyi gosterdigi
saptanmugtir. Hiicre kiiltiir insert i¢ine primer kisimlar1 sivi (polimerize edilmeden) ve
bond kisimlar1 polimerize edilerek uygulanan dentin baglayici sistemlerin apoptoz
oranlar1 (%) incelendiginde 72 saat sonunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde en fazla
apoptozun Scochbond MP primer ve Protect Bond primer kisminda tespit edilmistir. 72
saat sonunda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde en az apoptoz orani Scotchbond
MP bond kisminda gézlenmistir. 24 ve 72 saat sonunda hucre kultir insert testinde
apoptoz oranlar1 karsilastirildiginda Scotchbond MP primer disinda tim test
materyallerinin siire artigiyla orantili olarak apoptoz oranlarmin arttigi, XP Bond disinda

bu artigin anlamlilik sergiledigi bulunmustur.

Apoptotik ve nekrotik hiicre oliimleri farkli iki siire¢ seklinde gergeklesir
dolayisiyla bu iki 6liim sekli biyolojik acidan 6nemlidir. Eger apoptoza neden olan
herhangi bir biyomateryal dokuda enflamasyon meydana getirmez veya kigik bir
iltthabi yanit olusturursa bu materyalin doku ile uyumunun daha kolay olabilecegi
bildirilmistir. Biyomateryal nekrotik hiicre 6liimiine neden olur ise daha sonra meydana

gelen enflamasyon siddetli doku reaksiyonuyla sonuglanabilir (184)
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Mantellini ve ark., pulpa hiicrelerinin dentin baglayicilarin bilesenleri ile temas
etmesi sonucu hiicrelerin yuvarlaklagtigim1 ve hiicre kiiltiir ylizeyinden ayrildigini
belirtmiglerdir.  Arastiricilar  hiicre  Oliimiiniin = nekroz ~ yerine  apoptozdan
kaynaklandiginda bu olayin gergeklestigini ifade etmislerdir (147). Polimerize olmamis
veya az polimerize olmus regine ile ilk birkag¢ saat icerisinde temas etmis hiicrelerin
propidiumiyodid tarafindan boyanmasi bu hiicrelerin G; fazina gecemedigini ve
apoptoza dogru gittigini gostermektedir. (185). Apoptozun erken evrelerinde
fosfatidilserin hiicre sitoplazmasmdan hiicre zarinin dis ylizeyine dogru yer degistirir.
Anneksin V hiicrenin dis yiizeyine yer degistirmis olan bu fosfatidilserine yiiksek
oranda baglanma egilimine sahiptir. Bu nedenle apoptoza giden hiicrelerin
belirlenmesinde kullanilir(147, 158). Vermes ve ark., hucrelerin Anneksin V ve Pl ile
boyanmasi sonrasi flow sitometri ile yapilan analizde apoptoza ugrayan ve nekroz olan

hiicreler arasinda net bir ayrim yapilabildigini belirtmislerdir (157).

Apoptoz srrasinda hiicre morfolojisindeki meydana gelen ultrastriiktiirel
degisiklikler DNA kirilmalarmi igermektedir. DNA kirilmalarmin onarmmi mimkin
olmadig1 i¢in hiicrede 6liim gercgeklesir. Bir ¢cok organizmada cekirdek endonukleaza
bagl endojen Ca ve Mg aktivasyonundan dolayr bu DNA kirilmalariin goriildigi

ifade edilmektedir (38).

Mantellini ve ark., yaptiklar1 ¢alismada bir dentin baglayicinin (Single Bond)
apoptoza neden oldugunu ya da hiicrelerin yasam dongiisiinii engelledigini, bu olayin
dentin iiretiminde ve pulpa iyilesmesinde 6nemli bir rol oynadigini ifade etmislerdir.
Aragtiricilar tic farkli polimerizasyon siiresinde ( O sn, 10 sn,40 sn) hiicre yanitlar
arasinda belirgin farkliliklar oldugunu, polimerize olmamis ve az polimerize olmus
adeziv recinenin tiim hiicre tiplerinde c¢ok hizli apoptoza neden oldugunu, tam
polimerize edilmis dentin baglayic1 ise sadece makrofajlarda apoptoz meydana
getirdigini bildirmislerdir (147). Ayrica apoptotik hiicre oraninin dentin baglayicinin
polimerizasyon derecesi ile baglantili oldugunu agiklamistir. Bulgularimizi destekler
sekilde caligmamizda dentin baglayici sistemlerin polimerize edilmeden uygulanan
primer kisimlarinin daha fazla apoptoza neden oldugu goriilmekte bu olayda primerlerin
stv1 olarak uygulanmasi yaninda, kimyasal yapilarmin da birbirinden farkli olmasi
apoptoz sonuglarindaki farklilikta rol oynamaktadir. Diger taraftan ¢ok agamali pirimer

adeziv sistemin kiiltiir edilmis primer insan diseti hiicreleri Uzerinde apoptoz etkilerinin
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incelendigi ¢alismada uygulanan bu dentin baglayicilarin apoptozu uyarma kapasitesine
sahip olduklarimi bildirmislerdir. Arastiricilar Clearfil SE Bond’un hafif ya da yavas
apoptoz olusturan bir adeziv sistem oldugunu, yalniz hiicre proliferasyonunun
bozuldugunu bu hiicrelerin DNA kirilmalar1 gosterdigini belirtmislerdir. Diger yandan
FL Bond’un ise ¢ok giiglii ve hizli apoptoz olusturan bir sistem oldugunu hiicrelerde
apoptoza bagli morfolik degisikliklerin ge¢ evrelerde ortaya ¢ikan morfolojik
goriinimlere (membran sismesi, yuvarlaklasmasi) neden oldugunu, bu degisikliklerin
bonding ajanin etkisine maruz kalan hiicrelerde 4 saat sonra ortaya ¢iktigni ve tiim
hicrelerin olaydan etkilendigini ifade etmislerdir (38). Calismamizin bulgularini
destekler sekilde XP Bond uygulanan hiicrelerde c¢ok erken apoptotik morfoloji
gozlemlendigi bildirilmistir (46)

Pranjpe ve ark., 12-18 saat yiiksek konsantrasyonda uygulanan HEMA’nin daha
diisiik konsantrasyonda uygulanan HEMA gruplarma gore daha fazla sayida hiicrede
erken apoptoza neden oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar uygulanan HEMA’nin
konsantrasyona bagli apoptoz oranini arttirdigini belirtmisler ve apoptozun nedenini
HEMA nin hiicrelerin yiizey yapisini degistirmesi ya da apoptoz ile ilgili genleri aktive
etmesi olarak agiklamislardir (186). Calismamizin bulgulari destekler sekilde 24 saat
sonunda HEMA’nin sulandirilmadan uygulanmasina bagli olarak yiiksek oranda
apoptoz saptanmasmin  HEMA’nin  konsantrasyonu ile iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Demirci ve ark. farkli dentin baglayicilarin pulpa hiicreleri iizerinde
ROS iiretimini 6lgerek sitotoksitelerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda uygulanan tiim
dentin baglayicilarin bes kata kadar ROS iiretimini arttirdigmi ve bu artisin dentin
baglayicilarin konsantrasyonlarmin artisiyla baglantili oldugunu agiklamislardir. Bu
yolla monomerlerin neden oldugu ROS {iretiminin hiicrelerde apoptoz araciligi ile hiicre
Oliimiinii uyardig1 ve apoptozun hiicrelerin dentin baglayicilara maruz kaldiktan sonra

gorildigiini agiklanmstir (45).

Calismamizda dentin bariyer test diizenegi kullanilarak test edilen dentin
baglayicilarina ait 24 ve 72 saat sonunda elde edilen apoptoz oranlar1 incelendiginde 24
saat sonunda sirastyla Scotchbond MP, XP Bond en fazla bulunmustur ancak bu
farklilik istatistiksel diizeyde anlamlilik gdstermemistir. Diger yandan 24 saat sonunda
AdheSE hiicrelerde diger tiim dentin baglayict sistemlerden daha az apoptoza neden

olmustur. 72 saat sonunda ise Protect Bond’a ait apoptoz orani diger tiim dentin



156

baglayicilardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az bulunmustur. Calismamizda
24 ve 72 saat sonunda apoptoz oranlar1 kiyaslandiginda Protect Bond diginda diger tiim
dentin baglayicilarin hiicreler {izerindeki apoptoz etkilerinin zaman artisiyla baglantili
olarak arttig1 tespit edilmistir. Dentin bonding ajanlarin toksisitesi spesifik hiicre déng
fazinda hiicrelerin aktivasyonlarinda yavaslamayla baglantilidir. Regine bilesiklerin
monomer konsantrasyonuna bagli olarak genetik materyal U(zerinde toksik etki
gosterdigi ve hiicreleri G0-G1 veya G2-M fazinda duraklattigi gosterilmistir. HUcre
dongiisiindeki gecikmenin uyarilmasi DNA hasarmin tamir edilmesi i¢in hiicreye daha
fazla zaman kazandirir ve gen mutasyonunu 6nleyebilir. Bununla birlikte toksik ajanlara
uzun siire maruz kalinmasi ve hiicre dongiisiindeki gecikme hiicre 6liimiine ve apoptoza
yol acabilir (181,187) Calismamizin bulgularini destekler sekilde arastirmamizda
uygulanan dentin baglayicilarina ait apoptoz oranin artmasi yukarida agiklanan

faktorlerin etkisini diisiindiirebilir.

Dentine asit uygulamasi sonrasit baglayici sistem uygulanmasini takiben iki
olgunun meydana geldigi agiklanmustir. ilk olarak monomer daha yiiksek oranlarda
dentin kanallarindan difiize olur, ikinci olarak dentinin asitlenmesi dentin lenfi sivisi
nedeniyle 1slak bir ortamda gergeklesir ve asitleme sonrasi dentin kanallarmin
agizlarinin agilmasmna bagli olarak ortam nemi arttigindan baglayic1 sistemlerin
polimerizasyon reaksiyonu azalabilir, polimerize olmamis monomerler ¢oziinebilir ve
dentinden diffiize olarak dentin altindaki hiicreler etkilenebilir (188). Calismamizda iki
dentin baglayici sistemin (XP Bond ve Scotchbond) etch&rinse dentin baglayicilar
olmas1 nedeniyle dentine asit uygulanmasi nedeniyle dentin ge¢irgenliginin artmasi bu

materyallerden kaynakli apoptoza neden olacagi diisiiniilebilir.

Yeh ve ark., bes giincel dentin bonding ajanin (Futurabond NR, Single Bond2,
Prime&Bond NT, Solobond M, Xeno IIl) Cin hamster over (CHO-K1) hiicre
dongiistiniin bozulmas1 iizerine etkilerini inceleyerek yaptiklari ¢aligmalarinda tiim
dentin bonding ajanlarin yiiksek konsantrasyonlarda apoptoza neden oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastiricilar  Solobond M’nin  1:4000 (v/v) olarak sulandirilmis
solusyonlarinda belirgin bir apoptoz (67%) kaydetmislerdir. Diger yandan Futurabond
NR i¢in 1:2000 (v/v) olarak sulandirilmis solusyonlarinda belirgin apoptoz
izlemiglerdir. Single Bond 2 ve Prime&Bond NT i¢in apoptoza neden olan sulandirma

oraninin 1:4000 (v/v) olarak saptamislardir. Benzer sekilde Xeno III’lin 1:4000 oraninda
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sulandirilmis  soliisyonunun apoptoz olusturdugunu gozlemlemislerdir (49). Bu
calismanin bulgulariyla uyum ic¢inde ¢alismamizda da dentin {izerine uygulanan dentin
baglayicilarin belirgin bir apoptoz sergilemesi bu baglayicilardan salman bilesenlerin
dentin kanallarindan gectikten sonra medyuma ge¢mesi ve medyum i¢inde sitotoksik bir
etki olusturacak konsantrasyona ulastigmni gostermektedir. Spagnuola ve ark., tek
asamada uygulanan (Optibond Solo, Scotchbond One) iki baglayici sistemin halojen ve
LED 151k kaynaklari kullanarak polimerize edildikten sonra sitotoksitelerini
inceledikleri calismalarinda LED 151k kaynagi ile polimerizasyonun halojen 11k
kaynagina oranla hiicrelerde daha fazla ROS {iiretimine ve dolayisiyla sitotoksik etkiye

neden oldugunu agiklamiglardir (35).

Hiicre kiiltiir insertler kullanilarak dentin baglayicilar uygulandiktan sonra
BrDU ile DNA sentezi ve dolayisiyla hiicre proliferasyonu isaretlenen hiicrelerin %
oranlar1 incelendiginde 24 ve 72 saat sonunda primer ve bonding kisimlar1 ayr1 olarak
uygulanan dentin baglayicilarda primer kisimlarmin bonding kisimlarindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha fazla hiicre proliferasyonunu engelledigi saptanmustir.
Diger yandan 24 saat sonunda AdheSE bond uygulanan insert drneklerinde, 72 saat
sonunda ise Scotchbond MP grubunda diger tiim test materyallerinden anlaml diizeyde
daha fazla hiicre proliferasyonu saptanmistir. 24 ve 72 saat sonunda hiicre kiiltiir insert
testinden elde edilen sonuglar kiyaslandiginda siireye bagl olarak uygulanan dentin
baglayicilarin hiicre dongiisiiniin S fazina dolayisiyla hiicre proliferasyonuna etkisi
incelendiginde insert testinde Protect Bondun bond kismi diginda diger test
materyallerinin prolifere olmus hiicre sayisiin siire artisiyla anlamli olarak arttigi
bulunmustur. 24 saatte HEMA’nin etkisinin primerleri izledigi ancak 72 saat sonunda

bu etkinin azaldig1 tespit edilmistir

Dentin bariyer test diizenegi kullanilarak BrDu ile DNA sentezi ve dolayisiyla
hucre proliferasyonu isaretlenen hiicrelerin % oranlar1 incelendiginde 24 saat sonunda
Scotchbond MP ve Protect Bond, 72 saat sonunda ise XP Bond ve Protect Bond diger
dentin baglayicilardan istatistiksel diizeyde anlamli olarak daha az Brdu ile isaretlenmis
hiicre orani sergilemislerdir. 24 ve 72 saat sonunda hiicre kiiltiir dentin bariyer testinden
elde edilen sonuglar kiyaslandiginda dentin baglayicilarin hiicre dongiisiiniin S fazina

dolaysiyla hiicre proliferasyonuna etkisi incelendiginde XP Bond disinda diger tiim
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dentin baglayicilarda prolifere olmus hiicre sayisinin siire artigiyla anlamli olarak arttig1

bulunmustur.

H®Timidin kullanilarak yeni sentezlenmis DNA’nin radyoaktif isaretlenmesi
yerine yeni sentezlenmis DNA’nin BrDU ile radyoaktif olmayan isaretleme yontemi de
kullanilmaktadir. Cogalabilen canli hiicreler DNA sentezi yapabilir ve hiicre dongiisii
sirasinda S fazinda BrDU ile boyanirlar. Proliferasyona ugrayan hiicrelerin BrDU ile
boyanmas1 BrDU’nun doku ile temas siiresine ve dokunun proliferasyon oranma bagl
oldugu, farkli organizma ve hiicre tiplerinde S fazi1 goriilme siiresi birka¢ dakikadan

birkag¢ saate kadar uzayabildigi agiklanmustir (156).

Koulaouzidou ve ark., ti¢ farkli dentin baglayic1 ajanin (XP Bond, AdheSE,
Clearfil S3) hiicre canliligi, proliferasyonu ve kiiltiir edilmis hiicrelerin hiicre dongiisii
iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda total etch baglayici sistemin S fazinda
DNA hasarma neden oldugu ve hiicre dongiisiinii durdurdugu diger yandan self etch
baglayici sistemlerin ise hiicre dongiisiinii etkilemediklerini saptamislardir. Arastiricilar
uygulanan dentin baglayicinin hiicre dongiisiine olan etkisini konsantrasyonlar1 ile
baglantili oldugunu ifade etmislerdir (46). Benzer sekilde ¢alismamizda da en az hiicre
proliferasyon orani XP Bond uygulanan 6rneklerde tespit edilmis ve g¢alismamizin

bulgulariyla uyumluluk géstermektedir.

Hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda hiicre dongilisinde meydana gelen
duraklamalar DNA hasarinin onarilmasmi veya programlanmis hiicre 6liimiiniin
baslatilmasin1 saglar. Hiicre dongiisiindeki her bir fazdaki hiicrelerin yiizde oranlari
hiicre dongiisii deney sonuglarini gosterir. Ancak 6zellikle DNA sentezi lizrindeki (6r:
proliferasyon orani) etki bilinmiyorsa yalnizca hiicre dongiisii deneylerinden bir sonuca
varmak zordur. Ornegin S fazi kismindaki artis hiicre proliferasyonundaki artis1 veya S
fazindaki duraklamay1 gosterebilir. Bu nedenle arastiricilar BrDU yontemi ile hiicresel

proliferasyon gostergesi olan DNA sentez oranini tahmin etmektedirler (46).

Reichl ve ark., kompozitlerden salinan monomerleri ve amalgamin civa igerigini
insan fibroblastlar1 lizerinde sitotoksitelerini inceledikleri ¢alismalarinda TEGDMA ve
Bis-GMA uygulanan grupta BrDU ile isaretlenen hiicre oranin anlamli bir sekilde
azaldigmi bulmugslardir. Diger yandan HgCI2 uygulanan grupta zamanla baglantili
BrDU ile isaretlenen hiicre oranin anlaml bir sekilde artig saptamislardir. Arastiricilar

salinan monomerlerin artan toksisitelerini 24 saat sonunda
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HEMA<TEGDMA<UDMA<BiIsGMA<Me-HgCI<HgCL,, 72 saat sonunda
HEMA<TEGDMA<UDMA<BISGMA=HgCL,<Me-HgCl seklinde siralamislardir
(183). HEMA ile karsilastirildiginda TEGDMA’nin  yiiksek yiiksek toksisitesi
TEGDMA’nin yiizey aktif madde gibi davranarak hiicre membranindaki lipit tabakasi
ile etkilesime girme potansiyeli ve/veya TEGDMA’ nin lipit peroksidasyonuna neden
olma potansiyeli ile agiklanmistir (18). Ayrica TEGDMA’nin HEMA’ya oranla yag
dokusunda yiiksek ¢oziiniilebilirlige sahip oldugu belirtilmistir (189). HEMA ile
karsilastirildiginda TEGDMA "nin yiiksek toksisitesinin diger bir nedeni de glutatyon ile
etkilesime girmesi olarak agiklanmistir. Calismamizda BrDU ile isaretlenmis hiicre
oranlar1 incelendiginde hem insert hem de dentin bariyer testinde XP Bond polimerize
edilerek uygulanmasina ragmen polimerize edilmeden uygulanan primerlere benzer
sitotoksik etki sergilemistir. Bu etkinin calismamizda uygulanan dentin baglayicilar
icinde TEGDMA igerigine sahip tek dentin bonding olmasidan kaynaklanabilir. Bunun
yaninda XP Bond’un igerigindeki PENTA, UDMA ve HEMA monomerlerinin de
BrDU ile isaretlenmis hiicre sayismin daha az olmasinda etkileri olabilecegi

diistiniilebilir.

Li ve ark., insan pulpa hiicreleri iizerinde flow sitometri kullanarak yaptiklari
calismalarinda 24 saat sonunda HEMA’nin hiicre biiyiimesini inhibe ettigini ve hiicre

dongusuni G; fazinda durdurdugunu bildirmislerdir (190)

Dentin bariyer testinde BrDU ile isaretlenmis hiicre oranmi sonuglar1 ile
calismamizda kullandigimiz diger sitotoksite belirleme yontemleri ile elde ettigimiz
bulgular arasinda uyumluluk goriilmektedir. Benzer sekilde en fazla DNA sentezi
inhibisyonuna neden olan her iki baglayici sisteminde etch&rinse sistem grubunda yer

aldig1 goriilmektedir.

Calismamizda ¢esitli dentin baglayict sistemlerin sitotoksik etkilerinin taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilen bulgular1 degerlendirildiginde insert igine
uygulanan test materyallerinin etkilerinin dentin bariyerlere uygulanan materyallerin
olusturdugu etkilerden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu etkiler hiicrelerin birbiri
ile olan baglantilarinin kopmasi, hiicrelerin sitoplazmalarinin parcali bir sekilde
goriilmesi, hiicrelerin sekil degistirerek nodiil (yuvarlak) halini almasi ve yer yer hiicre
yogunlugunun azalmasi gibi degisen siddette etkiler izlenmistir. Benzer sekilde Lanza

ve ark. cesitli baglayici sistemlerin sitotoksik etkilerini dentin bariyer test diizenegi
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kullanarak SEM ile inceledikleri ¢alismalarinda Adper Promp L Pop baglayici sistemin
uygulandigr grupta dentin {izerinde bazi hiicrelerin nodiil seklinde bir araya
toplandiklarini, yuvarlak sekil aldiklarmi, ayni zamanda az sayida uzant1 gdsteren
sitoplazmik mebrana sahip olduklarini tespit etmislerdir. Ayni arastiricilar Clearfil
Protect Bond grubunda da hiicre sayisinda azalma ve sekil degistirme saptamiglardir. Bu
hiicrelerden sadece bazilarinin belirgin sitoplazmik membran sergiledikleri belirtilmistir
(47). De Souza ve ark., nin 3 dentin baglayici sistemin sitotoksik etkilerini inceledikleri
calismalarinda arastirmamizda kullanilan baglayicilardan farkli dentin bondingler
kullanmalarina ragmen elde edilen SEM bulgularinin ¢alisgmamizin SEM sonuglariyla
benzerlik gosterdigi izlenmistir. Arastiricilar Syntac Sprint ile temas halindeki
hiicrelerin az sayida hiicre uzantis1 gosterdiklerini, sitoplazmik mebranimn yer yer yiizeye
tutundugunu belirtmislerdir. Single Bond veya Prime Bond 2.1’in etkiledigi hiicrelerin
ise ylizeye tutunmak icin sitoplazmik membran iizerinde hiicresel uzanti gostermedigini
ve hiicrelerin yiizeyinde var olan uzantilarin ¢ok azmin yilizeye tutundugunu

gostermislerdir (25).
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Sonuglar:

Calismamizda dentin baglayici sistemlerin hiicre kiiltiir insertleri ig¢ine sivi
olarak (polimerize edilmeden) uygulanan primer kisimlar1 polimerize edilerek
uygulanan bonding kisimlarindan genellikle daha fazla sitotoksik etki
gostermistir.

. Dentin bariyer test metodu ile uygulanan dentin baglayicilarin sitotoksite
sonuclarina gore etch&rinse baglayici sistemlerin self etch sistemlerden daha
fazla sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.

. Hicrelerin sitotoksik etkiye kars1 gelistirdigi farkli yanitlar1 saptamak amaci ile
uygulanan degisik sitotoksite degerlendirme metotlar1 sonuglarina gore dentin
baglayicilarin toksik etkilerinde cesitlilik goriilebilir.

. Klinikte uygulanan dentin baglayic1 sistemlerin igerdigi farkli bilesenler
sitotoksik yanitta ¢esitlilik olusturabilir

Calismamizda hiicre kiiltiir insertlerine test materyalleri uygulandiktan 24 saat
sonra toplam hiicre sayisi bulgularina goére AdheSE’nin bond kisminin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde en az sitotoksik etki gosteren test materyali
oldugu tespit edilmistir.

Hicre kiltdr insert testinde 24 ve 72 saat sonunda test materyallerin neden
oldugu apoptotik etkiler incelendiginde istatistiksel olarak anlamli diizeyde en az
apoptoz orani Scotchbond MP bond kisminda gézlenmistir.

Dentin bariyer testinde 24 saat sonunda AdheSE, 72 saat sonunda ise Protect
Bond istatistiksel olarak anlamli diizeyde en az apoptotik etkiyi gésteren dentin
baglayici sistemler oldugu tespit edilmistir.

. Hiicre kiiltiir insert testinde BrDU ile isaretlenmis hiicre oranlarina gore 24 saat
sonunda AdheSE bond uygulanan insert drneklerinde, 72 saat sonunda ise
Scotchbond MP grubunda anlamli diizeyde daha fazla hiicre proliferasyonu
saptanmigtir

. Dentin bariyer test diizenegi kullanilarak BrDU ile isaretlenen hiicre oranlarina
gore 24 ve 72 saat saat sonunda AdheSE dentin baglayici sistem istatistiksel

diizeyde anlamli olarak en fazla hiicre proliferasyon orani sergilemistir.
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10. Calismamizda uygulanan dentin baglayici sistemlerin sitotoksik etkilerinin SEM
incelemesi  sonucu  hicrelerin  morfolojilerinde  degisiklik,  birbiriyle

baglantilarinda ve sayilarinda azalma tespit edilmistir.
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