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OzZET

Amag: Bu calismanin amaci iki farkl self-etch adeziv
sistemin [Clearfil SE Bond (CSE) ve G-Bond (GB)]
biyouyumluluk ve dentine badlanma dayanimlarinin
degerlendiriimesidir.

Gereg - Yontem: Calisma igin 8 adet gekilmis ¢lirik-
sz insan Uglncl az disi kullanildi. Tum diglerin
okliizal ylizeyleri diiz bir dentin ytlizeyi elde etmek icin
disin uzun eksenine dik olacak sekilde asindirildi. Disler
rastgele 2 gruba ayrildi ve dislerin okliizal yiizeylerine
adeziv sistemler Gretici firmanin 6nerileri dogrultu-
sunda uygulandiktan sonra Gradia Direct kompozit ile
restore edildi. Ornekler, baglanti ara yiizeyine dik
olacak sekilde kesildi (baglanti alani: 1 mm?) ve her
grup icin 15 gubuk elde edildi. Cubuklar daha sonra
mikrogerilim bagdlanma testine (Microtensile tester,
Bisco, Schaumburg, IL, ABD) tabi tutuldu. Veriler tek
yonli  varyans analizi kullanilarak analiz edildi.
Biyouyumlulugun dederlendirilmesi igin agar overlay
testi yapildi. 24 saat sonra inverted mikroskopla hiicre
dekolarizasyon zonu ve hiicre lizis skorlar tespit edildi.
Veriler Kruskal wallis ve Mann withney U testi ile
degderlendirildi.

Bulgular: CSE (23.5 MPa), GB (18.9 MPa) dan daha
yliksek badlanma dayanimi gosterdi (p<0.05). Agar
overlay testi sonuglarina gore ise her iki adeziv de
pozitif kontrol grubundan daha az hiicre lizisi ve
dekolarizasyon zonu gosterdi (p<0.001).

Sonug: Kullanilan bonding sistemlerin sitotoksisiteleri
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadidi
icin daha yiiksek baglanma dayanimina sahip olan
adeziv sistem (CSE) klinik olarak tercih edilebilir.
Anahtar Kelimeler: Biyouyumlu materyaller, dentin
yapistirma ajanlari, sitotoksisite testleri.

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate
the biocompatibility and dentin bond strengths of two
different self-etch adhesive systems[Clearfil SE Bond
(CSE) and G-Bond (GB)].

Materials and methods: Non-carious 8 extracted
human third molar teeth were used in this study. The
occlusal surfaces of all teeth were ground
perpendicular to the long axis of each tooth to expose
a flat dentin surface. The teeth were divided into two
groups and adhesive systems were applied according
to the manufacturer's instructions to the oclusal
surfaces of the teeth and restored with Gradia Direct
composite resin. The samples were sectioned
perpendicular to the adhesive interface to produce
sticks (adhesive area: 1 mm?) and fifteen sticks were
obtained for each group. All sticks submitted to
microtensile bond strength test (Microtensile tester,
Bisco, Schaumburg, IL, ABD). Data were analyzed
using one-way varyans analysis ANOVA. An agar
overlay test was used for the cytotoxicity evaluation.
Cytotoxicity was examined by measuring the zones of
cell decolorization and evaluating cell lysis by an
inverted microscope after 24 hours. Data were
analyzed using Kruskal wallis and Mann withney U
test.

Results: CSE showed higher dentin bond strength
mean (23.5 MPa) than GB (18.9 MPa) (p <0.05).
Both bonding systems showed lower lysis scores than
positive control material (p<0.001).

Conclusions: The bonding agent which is higer bond
strength may be prefered for a long-lasting restoration
since there is no a statistically significant difference
between toxicity of used two bonding systems.

Key Words: Biocompatible materials, dentin bonding
agents, cytotoxicity tests
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GIRIS

Modern dis hekimliginde saglkli dis dokusunun
korunmasi ve hastalarin estetik beklentilerinin karsilan-
masl amaci ile hekimler ve arastirmacilar daha estetik,
uzun 6mirlG ve daha fonksiyonel materyaller gelistir-
meye yonelmistir.! Béylelikle cigneme kuvvetlerine ve
polimerizasyon biiziilmesinin olusturdugu streslere
karsi koyabilen ve mikrosizintiya direncli, sekonder
cliriik olusumunun en aza indirgendigi restorasyonlarin
elde edilmesi amaglanmistir.?

Glnumiizde gelistirilen adeziv sistemler ile dis
dokusundan ¢ok fazla madde kaldinimadan bagaril
tedaviler yapilabilmektedir. Adeziv sistemlerle mineye
ve dentine mikromekanik ve kimyasal yolla baglana-
bilmesine ragmen klinik uygulama esnasinda teknik
hassasiyete neden olan ¢oklu uygulama asamalari
gerektirmektedirler.? Bu nedenle klinisyenin profesyo-
nelligiyle orantili olarak dis dokusuna baglanmada
degisik sonuclar gozlenebilmektedir. Son zamanlarda
uygulama prosedurleri daha basit olan adeziv sistemler
gelistirilerek uygulamaya bagh basarisizliklar en aza
indirgenmeye calisiimaktadir.’

Klinikte basarili sonuglar gdsterebilmesi igin
dental adezivlerin iyi fiziksel ozellikler gdstermesinin
yani sira dentine bu kadar yakin temasta olan adeziv
sistemlerin biyouyumlulugu da ¢ok 6nemlidir. Biyo-
uyumluluk, bir biyomateryalin canli dokularla temas
halinde iken viicudun yumusak ve sert dokularinda,
lokal veya sistemik toksisite, alerji, mutajenik ve
karsinojenik etkiler gibi “doku reaksiyonlari” olustur-
mamas! olarak ifade edilir.?

Dis hekimliginde kullanilan malzemelerin biyo-
lojik olarak incelenmesinde gok sayida teknik kullanil-
maktadir: /in vitro deneyler, in vivo hayvan deneyleri
ve insanlarda klinik calismalar olmak Uzere (g basa-
makta yuratilmektedir. In vitro hiicre kiltiri testleri
kontrol edilebilen , tekrarlanabilen , daha ¢abuk sonug
alinabilen , uygulamasi kolay ve maliyeti ise daha az
olan testlerdir.* Hayvan ve insan calismalarinda
karsilasilan etik problemler in vitro deneylerde yoktur.
Ancak sonuglarinin jn vivo kosullarin sonuglar ile
baglantisinin kurulmasi glictiir, viicutta materyale karsi
cok kompleks biyolojik cevaplar gelisir.®

Adiz ortaminda, materyal ve pulpa dokusu
arasinda hidrofobik monomerlerin pulpaya gegisini
onleyen bir dentin bariyer mevcuttur. indirekt hiicre-
materyal kontadl testlerinde ise agar, agaroz® ve
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seliiloz asetat filtre’” gibi bariyerler kullanilmigtir.
Bdylece, hicreler bakteriyel kontaminasyon veya
mekanik hasardan korunurken, dolgu maddeleri ile
hiicreleri birbirinden ayrilabilmektedir.* Ancak, bu tir
bariyerlerin tam olarak /7 wvivo kosullan taklit
edemeyecegini bildiren gériisler de mevcuttur.”8

Bu galismanin amaci klinikte yaygin olarak kul-
landigimiz ve kompozit dolgularin dis sert dokularina
badlantisini saglayan iki self-etch adeziv sistemin den-
tine baglanma dayanimlarinin ve agar-over lay metodu
kullanilarak sitotoksisitelerinin degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Mikrogerilim
Deneyinin Uygulanmasi

Calisma icin 8 adet cekilmis cliriiksliz insan
Uglincl azi digi kullanildi. Tum diglerin okllizal yuzeyleri
diz bir dentin ylzeyi elde etmek igin disin uzun
eksenine dik olacak sekilde asindirildi. Digler rastgele 2
gruba ayrildi ve ardindan dislerin okliizal yiizeylerine
bir gruba Clearfil SE Bond (Kuraray, Kurashki,
Japonya) ve diger gruba G-Bond (GC, Tokyo, Japonya)
dentin badlayici sistemleri Uretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda uygulandi. Daha sonra dis yiizeyleri
Gradia Direct (GC, Tokyo, Japonya) kompozit ile
restore edildi. Restore edilen disler 24 saat suda
bekletildikten sonra kokleri kuronlarindan (sement-
mine birlesimin yaklasik 2-3 mm altindan) disuk hizda
calisan elmas bir separe ile (Isomet; Buehler, Lake
Bluff, IL, ABD) su sogutmasi altinda ayrildi. Her bir
ornek akrilik bloga (3x2 cm) sirkolant ile sabitlendi.
Akrilik blok kesme cihazina (Isomet 1000; Buehler,
Precision Saw, Lake Bluff, IL, ABD) yerlestirildi ve
disik hizda calisan elmas bir separe ile (Isomet;
Buehler, Lake BIuff, IL, ABD) kesilerek 1 + 0.03 mm?
lik kare kesitli test cubuklari elde edildi. Her 6rnegin
pulpa odasinin Uzerindeki merkezi dentin ylzey
alanindan elde edilen 3-4 adet test gubugu kullanilmak
Uzere ayrildi. BOylece her grupta her bir self-etch
adeziv sistem igin toplam 15 adet test gubugu elde
edilmis oldu. Test cubuklarn elde edilmesi islemleri
sirasinda test Oncesi basarisizlik gosteren oOrnekler

Baglanma Dayanin

kaydedildi. Ancak bu &rnekler sonuglara dahil
edilmedi.>
Test gubuklari  mikrogerilim test cihazina

(Microtensile tester, Bisco, Schaumburg, IL, ABD)
siyanoakrilat bir adeziv (Model repair II pink, Dentsply
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sankin, Ohtawara, Japonya) ile her iki ucundan
yapistirildi (Resim 1). Test cihazinin yikleme hizi
(crosshead speed) 1mm/dk ve yiikleme kuvveti 100
Newton olarak belirlendi. Bir dijital mikrometreyle
(Mitutoyo, Japonya) test cubuklarinin kenar uzunluklar
Olclilerek badlanma ylizey alani hesaplandi. Newton
cinsinden elde edilen sonuglar baglanma ylizey alanina
béliinerek MPa’a cevrildi. Veriler istatistiksel olarak tek
yonli varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi.

Resim 1. Mikrogerilim deneyi diizenegi

Agar Overlay Testi

CGalismada L929 fare fibroblast hiicreleri (Mouse
C3/An connective tissue, 92123004, Sap Enstitisd,
Ankara, Turkiye) kullanildi. Hiicreler %10 New Born
Calf Serum (Leonorenstr, Berlin), %5 penisilin/
streptomisin  (Biological Industries, Haemek, Israil)
iceren besi ortami (Basal Medium Eagle Earle,
Leonorenstr, Berlin) igerisinde %5 CO,li ortamda,
37°C'de inkibe edildi. Hicreler deney kaplarinda
yeterli doluluga erisince %0.25 trypsin (Biological
Industries, Haemek, Israil) ile kaldirildi ve 25x10°
hiicre/ml olacak sekilde 100 mm’lik (60 cm?) hiicre
kalturu petrilerine (Corning, New York, ABD) alinarak
37°C'de, %5 CO, ve %95 hava karigimli bir ortamda
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin besi ortamlari uzaklastinlarak, tzerleri %3’
lik agar igeren medium ile kaplandi ve hicreler
%0.01" lik nétral red soliisyonu ile boyandi. Bonding
materyaller 5mm’ lik kadit diskler {izerine Uretici firma
tavsiyelerine gore uygulandi. Her petride 2 6rnek
olacak sekilde diskler agar uzerine yerlestirildi ve her
grup igin toplam 5 petri kullanildi (n=10). Pozitif
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kontrol olarak vitrebond cam iyonomer siman (3M
Medica GmbH, Broken, Almanya) steril ortamda Uretici
firmanin onerileri dikkate alinarak silindirik sekilli steril
standart teflon halkalar (2x5 mm) igerisinde hazirlandi
ve agar lizerine yerlestirildi.

Ornekler 24 saat karanlk ortamda inkiibe
edildi. Saglikh hicrelerin sitoplazmasi nétral-redi alarak
kirmiziya boyandi. Test materyallerinden hiicre lizisine
sebep olan toksik molekiiller agardan diffiize olarak,
hiicre zarini etkileyip sitoplazmanin dadilmasina ve
hiicrelerin  canlihdini  yitirmesine yol acti. Boylece
hucrelerin membran permeabilizasyonu sonucu nétral
red ¢oziindli. Sadlikli hicreler igerisinde nétral red
bulundurdugundan  kirmizi renkte  gorindrken,

membrani bozularak lizise ugrayan hiicreler daha agik
renkte gorildi (Resim 2).

Nétral Redin boyadig1 saglikl hiscreler

dekolarizasyon zonu
Bonding uvygulanmis kagst disk

Resim 2. Agar Overlay deneyinde gdzlenen dekolarizasyon
zonu goriuntisu

Yirmi dort saat sonunda inverted mikroskopla
test 6rneklerinin etrafinda gozlenen hiicre dekolarizas-
yon zonu ve hiicre lizis skorlari (Tablo 2) tespit edildi.®
Sitotoksisiteleri ISO 7405'e gore dederlendirildi.
Sonuglar Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 1. Dentin Baglayici sistemlerin lot numaralari, icerikleri
ve Uretici firmalari.

Dentin Baglayic1 | Icerik Uretici/ lot

Sistem

Clearfil SE Bond Primer: bisphenol A, Kuraray Med.
MDP, HEMA, hidrofilik Inc., Japonya
dimetakrilat, kamforokinon, 01153A-
su 01729A
Bond: MDP, bis-GMA, HEMA,
hidrofobik dimetakrilat,
kamforokinon

G-Bond 4-MET, UDMA, silica, fosforik GC
asit, ester monomer, Corporation,
aseton, fotobaslaticl. Japonya

1011131
46 72
Y

€

Lizise ugramus hiscrelerin etrafinda olugan
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Tablo 2. Inverted mikroskopla test 6rneklerinin etrafinda
gozlenen hiicre dekolarizasyon zonu ve hiicre lizisi indeksi

skorlari.

Skor | Dekolarizasyon Zonu | Lizis Indeks Skorlars
Indeks Skorlar

0 Yok Yok

1 Sadece diskin altinda %20 den daha az

2 Diskin etrafinda en fazla 5 %20-40 arasi
mm

3 Diskin etrafinda en fazla 5 - %60 dan daha az %40
10mm arasi dan daha fazla

4 Diskin etrafinda 10 mm den %60-80 arasi
daha fazla

5 Tum kdltlr petrisi dekolarize %80 den daha fazla
olmug
BULGULAR

Mikrogerilim baglanma dayanimi test sonuglari
Grafik 1' de gosterilmistir. CSE ve GB gruplarinin
baglanma dayanimlari sirasi ile 23.5 MPa ve 18.9 MPa
olarak bulunmustur. Bonding sistemlerin badlanma
dayanimlari arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik
vardir (p<0.05).

Agar overlay sitotoksisite test sonuglari Grafik 2
ve 3' de gosterilmistir. Agar overlay testi sonuglarina
gore ise CSE ve GB gruplan pozitif kontrol grubundan
(Vitrebond) daha az hiicre lizisi ve dekolarizasyon zonu
gosterdi (p<0.001). Dekolarizasyon zonu ve lizis
indeksi skorlarina gore her iki adeziv de pozitif kontrol
grubundan anlamli derecede farkl bulundu (p<0.001).
Dentin badlayici sistemler birbirleri ile karsilastirldi-
ginda iki grup arasinda anlamh bir fark gézlenmedi
(p>0.05).

Ortalama Skorlar

0 T T
Clearfil SE Bond G Bond

Grafik 1: Ortalama mikrogerilim baglanma dayanimlari.
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artalama skorlar

KEontrol E=Hor “leacfil SE Bond

Grafik 2. Ortalama lizis indeks skorlari

frbal ama shor lar

leacrfal IE Pomd

Grafik 3. Ortalama zone indeks skorlari
TARTISMA

Bu galismada biri tek digeri iki asamali olan iki
self-etch adeziv sistem kullanildi. ki asamali CSE'nin
dentine mikrogerilim badlanma dayaniminin  tek
asamall GB' a gore daha iyi oldugu gorildi (Grafik 1).
Bizim arastirmamizla uyumlu olarak daha énce yapilan
arastirmalarda da CSE'nin  dentine  baglanma
dayaniminin tek asamali GB'a gore daha yilksek
oldugu belirtilmistir.>! Self-etch adeziv sistemlerin
kimyasal igerikleri bu sistemlerin performanslari
Uzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. CSE fonksiyonel
monomer olarak 10-Methacryloyloxydecyl dihydrogen
phosphate (MDP) ve GB ise 4-META igermektedir.10
MDP hibrit tabaka icinde kalan hidroksiapatit ile
kimyasal bir etkilesime girerek mikromekanik
baglantiya ek olarak kimyasal baglanti saglayan
fonksiyonel bir monomerdir.*?

Yoshida ve ark’da galismalarinda 10-MDP igin
baglanma dayaniminin 4-META icin olandan daha
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.!? Ayrica Chiaraput

&
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ve ark. galismalarinda, 10 MDP iceren CSE ve Clearfil
S® bondun baglanma dayanimini GB dan daha yiiksek
bulmuslar ve bu sonucun sebebinin 10-MDP nin Usttin
ozellikleriyle ilgili olabilecegini belirtmislerdir.*>

Diger bir taraftan, bazi calismalarda da bag-
lanma dayanimi testlerinde iki agamali self-etch adeziv
sistemlerin tek asamali self-etch adeziv sistemlere
gére daha yiiksek degerler verdigi gésterilmigtir.%!
Harnirattisai ve ark., iki asamali sistemlerde ikinci
asamada uygulanan ¢6ziici icermeyen hidrofobik
bonding rezinler ile daha hidrofilik ve daha fazla su
absorbe edebilen tek asamalilarin olusturdugundan
daha kuvvetli bir badlantt ara yiiz tabakasi
olusturabilecedini belirtmislerdir.!! Bizim calismamizin
sonuglari ise yukaridaki calismalar ile uyumludur.

Klinikte kullanilan materyallerin biyouyumlulugu
son derece o6nemli bir kriterdir. Biyomateryallerin
sitotoksisite dederlendirilmesi yapilirken cok cesitli
testler uygulanmaktadir. Bu testlere ©rnek olarak
materyalin direk hiicrelerle temas ettigi kontakt testler,
direk temasin olmadigi indirekt testler ve kompozit
materyalden salinan bazi maddelerin hiicrelerle
ekspoze oldugu ekstrakt testler verilebilir. Direkt
temasin olmadidi indirekt kontakt testlerinde; materyal
ve hiicreler arasinda milipor filtre, dentin dokusu veya
agar tabakasi gibi bir tabaka bulunur. Bu calismada
agar overlay teknigi kullaniimigtir. Agar diflizyon
deneyi yiiksek yodunluklu materyaller igin uygundur.
Bu teknikte direk kontak testlerinden farkli olarak
hiuicreler ve materyal arasinda ince bir tabaka besi
ortami iceren agar bulunur. Test materyalinin etrafinda
olusan dekolarizasyon ve lizise ugramis hiicre zonu
degerlendirilir.®

Derin kavitelere bonding ajan uygulandidi
zaman dentinin hemen altindaki pulpal hiicrelerin bon-
ding ajanin toksik etkisinden zarar gérme ihtimali var-
dir. Dental adezivlerin derin kavitelere uygulandiklari
zaman pulpal hiicrelere sitotoksik etki olusturacaklari
konusunda fikir birli§i vardir.>** Bircok calismada
dental adezivlerin toksik etkileri gosterilmistir; fakat
bununla beraber pulpal problemlerin etyolojisi ve
adezivlerin hicre siklusuna etkisi hala tam olarak
aciklanabilmis dedildir. Bazi yazarlar bu toksisiteyi
monomerlere baglamislardir. BisGMA, HEMA ve
TEGDMA gibi monomerlerin orta derecede toksik
oldugu rapor edilmistir.’>*® Ancak 4-MET ve 4-META
esasll olan GB'un daha disiik sitotoksisite gdsterdigi
tespit edilmistir. Senglin ver ark, dentin baglayici
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ajanlari agar overlay ile degerlendirdikleri calismada
GB ve CSE'nin orta diizeyde hiicre lizisi gosterdigini
bildirmislerdir.t”

GB, igerisinde HEMA monomeri bulunmayan bir
adeziv rezindir. CSE'nin igerigindeki HEMA, 1slanabilir-
ligi artinr ve rezinin dentine penetrasyonunu
kolaylastinr. HEMA'nin metakrilat bazli rezin kompozit-
lerden salinabildigi ve fizyolojik konsantrasyonlarin bile
pulpa hiicrelerini etkileyebildigi gosterilmistir.'®° Diger
taraftan, kigtk hidrofilik bir monomer olan HEMA'nin
sklerotik dentinden bile difiize olabildigi bildirilmistir.2°
Pawlowska ve ark ise HEMA'nin DNA hasari, apoptozis
ve hicre siklisinde gecikme gibi zararli biyolojik
etkileri indiikleyebilecegini bildirmiglerdir.?

Ancak bizim calismamizda L1929 hicreleri
Uzerine bir agar bariyeri varlidinda her iki dentin
badlayici ajanin da pozitif kontrol grubuna gére toksik
olmadi§i bulunmustur. Daha Once yapilan pek cok
arastirmada rezin modifiye cam iyonomer siman
Vitrebond 6nemli derecede toksik bulunmus ve pozitif
kontrol materyali olarak kullaniimistir.?*% Bu nedenle
bu materyal bizim calismamizda da pozitif kontrol
grubu olarak kullaniimistir. Bizim verilere benzer olarak
Korsuwannawong ve ark, hiicre kiiltiiri perfiizyon
sistemi ile yaptiklan calismada Vitrebond'u pozitif
kontrol grubu olarak kullanmiglar, GB ve CSE'nin buna
gbre sitotoksik olmadigini belirtmislerdir.2*

SONUC

Bu calismada kullanilan iki asamali self-etch
sistem olan CSE'nin baglanma dayanimi tek asamali
self-etch olan GB'un bagdlanma dayanimindan daha
yuksektir. Bununla beraber pozitif kontrol grubuna
gore her iki adeziv sistem de sitotoksik bulunmamustir.
Bu sebeple klinik olarak daha wuzun Omirlu
restorasyonlar elde edebilmek igin CSE, GB'a tercih
edilebilir.
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