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YAPISTIRMA AJANI OLARAK KULLANILAN KOMPOZIT
RESINLERIN SITOTOKSIK ETKILERININ AGAR-KAT YONTEMI iLE
GINGIVA HUCRE KULTURUNDE INCELENMESI

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF COMPOSITE
RESIN LUTING AGENTS ON GINGIVAL TISSUE CULTURE BY
AGAR OVERLAY METHOD
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Ozet: Restorasyon yapistirma ajaniarimn i¢ yiizeyleri periodensiyum ile
yakin iliskide oldugu icin bu ajanlarin biyolejik kabullenimlerinin degerlendi-
rilmesi onemlidir. Bu calismada yapistirma ajanlarimm sitofoksik etkileri
gingiva fibroblast kiiltiirierinde direk mikroskobik sitotoksisite ile degerlendi-
rildi. Ismla sertlesen kompozit resinler de isinlama siiresinin sitotoksisite de
etkili eldugu giriildii. Kimyasal ve 1smla sertlesen kompozit resinler karsilas-
tirddiginda mikrofil resin (tam polimerize olmus) ile kimyasal sertlesen
kompozit resinin sitotoksisiteleri es degerde bulundu. En az etki hibrit tiirii
1sila sertlesen kompozit resinie meydana gelirken en fazla etki tam polimerize
ohnamis mikrofil resin ile olustu.

Summary: Because the luting agent interfaces of restorations can
approximate the periodontium, it is critical to determine the biocompatibility
of luting agents. In this study, the cytotoxic potential of resin luting agents on
cultures of gingival fibroblasts was evaluated for direct microscopic cytotoxi-
city. For light cured composite resin luting agents, the exposure time was
found to be significant. To compare the chemically and light cured resins,
fully cured microfill resin’s cytotoxicity was equal to the chemically cured
resin’s cytotoxicity. The least cytotoxic effect was occured with hybrid type
composite resin while the profund effect with unpolimerized microfill resin.

GIiRIS

Estetik nedenlere bagh olarak kompozit resin yapistirma ajanlanmnin
klinik kullantm artmugtir (1, 2). Igmnla sertlesen yapigtirma sistemleri
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laminate veneer, porselen ve kompozit resin inley veya onleyler igin
kullanihirken, kimyasal olarak sertlesen ajaniar, resin bagh sabit bélimli
protezler icin endikedir (3). Kompozit resin restoratif materyaller, bakteri
mikrosizintisina veya komporit resinin toksik tirtinlerine bagh olarak pulpal
inflamasyona neden olurlar (3-8). Restorasyonlar igin subgingival marjinler
yapistirma alam olarak secildiginde, kompozit resin ve kompozit resinin
¢oziinen komponentleri periodontal dokularla temastadir. Bu temas, margi-
nal uynmsuziugu olan restorasyonlarda daha da fazladir. Boylece, yapistirma
ajanlanmn toksik komponentleri periodonsiyumu da etkilemektedir (3).

Thompson ve ark., polimerize olmamus maddelerin sitotoksik oldugunu
gostermiglerdir (7). Komporzit resinlerin materyallerinin ¢esitli hiicrelere
etkisi aragtinlmmg ve spesifik hiicrelerde farkh cevaplar alinmsstic (3).

Galigmarzda mikrofil ve hibrit tiirii 1sinla sertlesen resinlerle, kimyasal
sertlegen resinin agiz dokusundaki gingival fibroblast hiicrelerine sitotoksik
etkisi incelenmistir.

GEREC ve YONTEM
Calismamizda yapistirma ajam olarak 3 farkli kompozit resin kullaniids;
1. Isinla sertlegen mikrofil resin (Heliosit 32, Vivadent-Schaan /
Liechtenstein).
a) Egm siiresi 20 sn.
b} Isin siiresi 40 sn.
2. Isnla sertlesen hibrit resin (Brillant Lux Universal, Coltene
A.G. CH-9450, Altstatten / Switzerland).
a) Isin stresi 20 sn.
b} Ism siiresi 40 sn.
3. Kimyasal sertlesen kompozit resin (Express-Alcos Corp.
USA).

Yapgtirma ajanlaninin 6rnekleri 1 cm capinda 1 mm kalmbiginda diskler
seklinde hazirlandi. Kimyasal sertlesen kompozit resin firmamn onerisine
gore yapildi. Isinla sertlesen kompozit resinler ise, polimerizasyonu tamam-
lanmanus resinin biyolojik etkilerini de incelemek igin iki grup halinde
hazirlandi (20 sn, 40 sn). Ornek diskler 24 saat bekletildi ve daha sonra
germisidal ultraviyole ile 30 dak. siireyle sterilize edildi.

Gingiva Hilere Kiltirinin Hazirlanmasi:

Yaglan 7-15 arasinda degisen geng hastalanin saglam gingiva dokusun-
dan 3-4 mm boyutunda doku alinarak, tagima vasat: olarak adiandinlan % 2
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FCS (Fotal Dana Serumu), 200 Unit/ml Penisillin 200 pg/ml Streptomisin
igeren Eagle vasatina konuldu. Gingiva hiicre kiiltliriiniin yapilmasi i¢in daha
once tarif edilen standart hiicre kitltitriinden yararlanildi (9). Bunun igin 6nce
gingiva dokusu 3 defa PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yikanarak steril
pargalama tiipiine alindi. Doku ince bir makasla 1-2 mm biiyiikligiinde
parcalara ayrildi. Daha sonra kan artiklarindan temizlenmek iizere yeniden 3
defa PBS ile yikandi. % 0.25'lik Tripsin ile kanstinlarak 37 °C'de 1 saat
devamli galkalanarak tripsinize edildi. Tripsinizasyon sonucunda ayrisan
hiicreler santrifilj tiiplinde toplanarak fizerine tripsin etkisini azaltmak icin
% 10 oranmda FCS ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 10 dakika
santrifi) edilerek tripsinden kurtanldi. Tipiin dibinde toplanan hicreler
% 10 FCS igeren Eagle MEM vasaftinda sulandirtlarak 100 ml’lik polietilen
doku kiltird §i§elefi icerisine konularak 37 °C’de inkiibe edildi. Gingiva
dokusundan aynlan hiicreler 10-14 giin icerisinde yaygin lireme gostercrek
monolayer olusturdular. Boylece elde edilen gingiva hiicre kiltirii seri
pasajiar halinde yiiritildii. Agar-Kat ydntemi gingiva hiicrelerini 5-10
pasajlan sirasinda uygulandi.

Siselerde tretilen gingiva monolayer hiicre kiiltiirii tripsinize edilerek
Falcon 50 mi hiicre kiltird 5 cm ¢apinda petri kutularina hiicreler iki giinde
monolayer yapacak sekilde pasaj edildi. Monolayer hiicre kiiltlirii olugtuktan
sonra siv1 vasat dokiilerek hiicreler iizerine asagida formiilii verilen agar kat
vasatt 5 ml olarak ilave edildi.

AGAR - KAT VASATL

2x. eagle MEM vasatl ... S0 ml
%o 1.8 Noble AAr .. S0 ML
Streptomisin Penicillin Sol. (SP) ..o, Iml,
Fotal Dana Serumu (FCS) .. 3 101

Vasatin pH’st % 8.4'lik NaHCOs ile 7.2’ye uyarlandi.

Agar-kat vasat1 ilave edildikten sonra ultraviyole altinda dezenfekte
edilen disklerden herbiri agar vasatinin ortasma steril pens yardim ile
yerlestirildi. Kontrol hiicrelerine ise herhangi bir madde yerlestirilmedi.
Daha sonra hiicreler 37 °C’de 5 giin inkube edildikten sonra mikroskobik
olarak incelendiler ve metanol ile fixe edilerek Giemsa Boya Yontemi ile
boyandilar. Herbir petri kutusu, kompozit disk merkezinden petri kutusu
duvarma kadar 5 esit uzakliga ayrildl (Sekil 1). Degerler herbir kiiltar igin,
pargalanan hilcrelerin kompozit diskten uzaklifina bagli olarak (Fdan
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(toksisite yok) 4+’e (hiicre duyarinda maksimum harabiyet) kadar dizenlen-
di. Meydana gelen toksisite zon caplan bu sisteme gore deferlendirildi.

Sekil 1
Morfolojik toksisite degerleri i¢in doke kiiltiirii gemasi.

BULGULAR
Gingival fibroblastlar izerine yapistirma ajanlarimn morfoloiik toksisite
degerleri Tablo 1'de verilmistir.
Tablo 1

Gingival Fibroblastlar Uzerine Yapistirma Ajaniarmin
Morfolojik Toksisitesi

Degerler Ornekler

0 Kontrol

0 Hibrit (40 sn)
0-0.5" Hibrit (20 sn)
05-%-1% Express
0.57-17 Mikrofil (40 sn)
0.5%-2% Mikrofil (20 sn)

Kontrol grubu fibroblastlarin mikroskobik goriindm, kimyasal sertle-
sen kompozit resinin, 20 sn ve 40 sn stireyle 1sinlanan mikrofil resinlerin, 20
sn ve 40 sn siireyle 1smnlanan kibrit resinlerin gingival fibroblastlar tizerine
sitotoksik etkilerinin mikroskobik goriintimleri sirayla Resim 1, 2, 3, 4, 5 ve
6'da gorilmektedir.
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Resim 1

Kontrol grubu fibroblastlarin mikroeskoebik goriiniimii (Orijinal biiyiitme X 29).

Resim 2
Kimyasal sertlesen kompozit resinin gingival fibroblastlar {izerine sitotoksik etkilerinin
mikroskobik giriiniimii (Orijinal biiyiitme X 29),
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Resim 5
20 sn siireyle tsinlanan hibrit resinin gingival fibroblastiar iizerine sitotoksik etkilerinin
mikroskobik goriiniimii {Orijinal biiyiitme X 29).

Resim 6

40 sn siireyle igmlanan hibrit resinin gingival fibroblastlar iizerine sitotoksik etkilerinin

mikroskobik goriiniimii {Orijinal biiyiitme X 29).
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Test edilen resinlerin toksisite cevaplanna bakildifinda en az toksik etki
hibrit tiiri kompozit resin ite en fazla toksik etki ise tam polimerize olmamig
(20 sn) mikrofil resin ile gorilmistiir. Kimyasal sertlesen kompozit resin ile
tam polimerize olmug mikrofil resinin toksisite degerleri birbirine yakindur.

TARTISMA

Restoratif materyallere spesifik hiicre tipleri farkh cevaplar vermektedir
(3). Siklikla yapistirict ajanlar periodonsiyum ile yakin iligkidedir ve bu
nedenle bu dokudaki hiicrelere etkileri klinik olarak onemlidir. Saghkl
periodonsiyum igin gingival fibroblastlar kritik hiicrelerdir ¢ilinkii dig ankraji
ve yara iyilesmesi icin kollajen yapimim saglarlar (3).

Cahgmamizda gingival fibroblastlar, geng hastalann saghkh disetinden
alinan biopsilerden elde edilen kultiirler ile saglanmiglardir. Bunun amact,
geng saglkli dis etinden hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde fibroblastlann
erigkinlere oranla daha kolay #iremeleri nedeniyledir.

Gunimiizde yapistirma ajani olarak sikhkla kompozit resinlerden
yararlamlmaktadir. Kimyasal sertlesen kompozitler ve ultraviyole ile sertle-
sen kompozit resinler incelendiginde pulpa iizerinde aym etkileri olusturdugu
gozlenmistir (7). Bu cahsmada yapistirma ajam olarak iki farkh 1ginla
sertlesen kompozit resin (mikrofil ve hibrit) ile kimyasal sertlesen kompozit
resinin sitotoksik etkileri kargilagtirsldi.

Materyallerin sitotoksik etkilerini karsilastirmak amaciyla hiicre kiilti-
riilnden yararlanildr. Bu yontemin secilme nedeni, materyal tipi ne olursa
olsun bu yéntemle incelenebilmesi, ¢ok sayida test &rneginin kisa bir zaman
periodunda test edilebilmesi, sonuglarm kisa bir zaman aralifinda alinabil-
mesidir (9).

Isinla sertlesen yapigtirma ajanlant 20 ve 40 so'lik igmlama streleri
halinde incelendi. Isinlama zaman faktSriiniin toksisite tizerindeki etkileri
test edildi. Sonuclar 1sinlama siresinin sitotoksisite izerinde direk etkili
oldugunu gosterdi. Tamamlanmams polimerizasyon, mikrofil resinlerde
derin bir etki olustururken, hibrit resinin sitotoksisitesini ¢ok fazla ctkileme-
migtir. 40 sn’lik ginlama siiresinden sonra hibrit resinlerden fibroblastlar
etkilenmezken, mikrofil ve kimyasal sertlesen resinlerden etkilendikleri
gozlenmistir.

Bu sonuglara gire, mla sertlesen kompozit resinlerin sitotoksisitesi,
iginlama siresi ile ters orantilr olarak bufunmustur. Doldurucu (inorganik
faz) igerigi diigiik olan kompozit resinlerde {mikrofil resin) tamamlanmarmus
polimerizasyonun etkisi daha fazla iken, doldurucu yiizdesi daha yiiksek olan
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komporzit resinlerde (hibrit resin) tamamlanmamis polimerizasyonun etkisi
daha az olarak bulunmustur. Arastirma sonuglar:, Caughman ve ark. yapmig
oldugu ¢ahsmanin sonuglarim desteklemektedir (3). Tam polimerize olmus
hibrit titrti kompozit resin, hiicresel atagmam bozmayan ve en az sitotoksisite
olusturan kompozit tipi olarak bulunmugsa da tam inert oldugunu ileri
siirmek igin morfolojik toksisite deneyleri yaninda farkls hiicresel cevaplarn
da incelenmesi gerekmektedir.
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