ARASTIRMA

3 Farkl Dentin Hassasiyeti Giderici Dig Macununun Sitotoksisitesinin

Dederlendiriimesi

Ayse Canan Tutku Gelik(0000-0001-6680-0236)%, Tirkay Kollis(0000-0002-0840-7126)P

Selcuk Dent J, 2021, 8: 460-466 (Doi: 10.15311/selcukdent].696055)

Basvuru Tarihi: 01 Mart 2020
Yayina Kabul Tarihi: 11 Eylal 2020

6z

3 Farkh Dentin Hassasiyeti Giderici
Sitotoksisitesinin Degerlendiriimesi

Dig Macununun

Amag: Hassasiyet giderici dis macunlari uygulama streleri
boyunca disler ve oral dokularla strekli temas halindedirler.
Macunlarin icindeki ajanlar ideal olarak oral dokulara zarar
vermemeli, dokularin iyilesmelerine yardimci olmalidirlar. Bu
calismanin amaci, dentin hassasiyeti gidermek icin siklikla
kullanilan G¢ farkh dis macunun L929 fare fibroblast
hacrelerinin canliliklari Gzerine etkilerini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontemler: Test edilen macunlarin orijinal ekstrakti
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) kiiltir ortami ile
seyreltilerek ¢ farkl konsantrasyonu hazilandi. L929 fare
fibroblasti hucreleri macunlarin %25, %12, %6’lk Uu¢
farklikonsantrasyonuna maruz birakildi (n=12). Hucre
canliig MTT testi ile de@erlendirildi. Kontrol grubunun hiicre
canliigl %100’e esitlendi, veriler istatistiksel olarak one-way
ANOVA ve post-hocTukey’s HSD testleriyle degerlendirildi.

Bulgular: Test edilen macunlarin %25, %12, %6’lik ¢ farkl
konsantrasyonun da kontrol grubuyla karsilagtinidiginda
L929 hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri oldugu gézlenmistir
(p<0.05). Materyallerin hiicre canllik degerleri arasinda
yuzdesel olarak anlamli bir fark oldugu gorilmustir (p<0.05).

Sonug: Bu calismanin sonuglarina gére test edilen hassasiyet
giderici dis macunlannin timua farkl derecede sitotoksik
etkiler gbéstermistir. /n vitro olarak tamamen tim kompleks
agiz ortamini taklit etmek mumkin olmadidi igin elde edilen
veriler sinirhdir. Bu galismanin daha detayli hiicre kultir
testleri ve klinik testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Cytototoxic Evaluation of Three Different Dentin Desensitizing
Toothpastes

Background: Dentin desensitizing toothpastes are in constant
contact with the teeth and oral tissues during their application time.
Ideally, the agents in the toothpastes should not damage the oral
tissues and help the healing of them. The aim of the study is to
evaluate the effects of three different common used dentin
desensitizing toothpasteson the viability of L929 mouse fibroblast
cells.

Methods: Three different concentrations were prepared with the
original extract of the tested toothpastes was diluted with
Dulbecco's Modified Eagle Medium. L929 were exposed to three
different concentrations of the 25%, 12%, 6% toothpastes (n=12).
Cell viability was evaluated with XTT assay. The mean values of
control groups were set to represent 100% viability. Data were
statistically evaluated with one-way ANOVA and post-hocTukey's
HSD tests.

Results: It was observed that the three different concentrations of
25%, 12%, 6% of the tested toothpastes had cytotoxic effects on
L929 cells compared to the control group (p <0.05). It was
observed that there was a significant difference between the cell
viability values of the materials (p <0.05).

Conclusion: According to the results of this study, all of the tested
desensitizing toothpastes have showed different degree of
cytotoxic effects. Since it is not possible to completely mimic the
entire complex oral environment /in vitro, the data obtained were
limited. This study should be supported by more detailed cell
culture and clinical tests.
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Dentin asin duyarliidi olarak bilinen dis hassasiyeti,
hafif rahatsizliktan ciddi derecede bozulmus yasam
kalitesine yol acabilecek kadar yaygin bir agiz-dis
sagligi sorunudur.! Dentin hassasiyeti, herhangi bir
baska dental problemden kaynaklanmayan
kimyasal ve fiziksel (tipik olarak evaporatif, taktil veya
osmotik) uyaranlara maruz kalan dentinde ortaya
clkan kisa keskin sureli agridir.?2 Siklikla 20-50 yas
araliginda yetigkin populasyonda; hastanin secim
kriterine ve incelendigi zaman araldi ile hastaya
teshis yaklagimlarina bagl olarak prevalansi %3-98
arasinda degismektedir.>® Dentin hassasiyetinin

* Serbest Uzman Dis Hekimi

olusabilmesi icin ilk olarak dentin dokusunun, mine
dokusu kaybi ve/veya diseti ¢cekilmesi (sement dokusu
kaybliyla birlikte) sonucu aciga cikmasi gerekmektedir.
Mine kaybi, akut travma disinda atrizyon, abrazyon,
erozyon ve siklikla kombinasyonlarini iceren bir doku
asinma suUrecidir. Abfraksiyon da servikal mineyi
abrazyon veya erozyon olusumuna daha yatkin hale
getirebilecedi icin bu sinifa dahil edilebilir.®”

Dentin hassasiyeti mekanizmasini aciklayan teorilerden
en ¢cok kabul gbreni Branstrdm ve arkadaslari tarafindan
ortaya atilan hidrodinamik teoridir. Bu teoriye gbre acik
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460




Selcuk Dent J. 2021

Celik ACT, Kélig T

dentin tOb0IG varhginda uygun uyaranlar dentin
sivisinin ice veya disa dogru akisi ile pulpal mekano-
reseptorlerin uyarilarak agn duyusunun olugmasina
sebep olurlar.®

Dis fircalama; yanlis yapildiginda dentin hassasiyetinin
etiyolojik  faktérlerinden biri  olabilirken, dental
profesyonellerin dnerileri dogrultularinda uygun bir dis
macunu ile uygulanirsa dentin hassasiyetini etkin bir
sekilde azaltabilmektedir.® Dis macunlari kullanilarak
dentin hassasiyetinin azaltiimasi iki farkli mekanizma
ile saglanabilmektedir. ilk yaklasim tiibdllerin
tikanmasinin saglanarak dis uyaranlara karsi dentin
gecirgenliginin  azaltlmasi ve dentin  sivisinin
hareketinin  baskilanmasidir.®'®* Bu tkanma, dis
macununa tibdl ttkama ve 6rtme 6zelligi kazandiran
cesitli ajanlann katlmasiyla saglanir. Bu amagla Pro-
Argin teknolojisi, NovaMin teknolojisi, stronsiyum
bilesikleri, florid, okzalat tuzlarn, klucUk abraziv
partikulleri, rezin 6rtlciler ve biyoaktif cam partikUlleri
kullanilmaktadir.* ikinci yaklasim, pulpa sinirlerin
duyarsizlagtirilarak uyaranlarin agri duyusu olusumuna
engel olunmasidir. Bu amacla potasyum tuzlari
hassasiyet giderici dis macunlara katilan aktif
ajanlardir.™

Macunlar uygulama sureleri boyunca disler ve oral
dokularla surekli temas halindedirler. Hassasiyet
giderici dis macunlari ise genellikle dislerin servikal
bdlgelerinde etkinlik godsterdikleri icin dis eti ve dis
dokulariyla yakin iligki icindedir. Macunlarin igindeki
ajanlar ideal olarak oral dokulara zarar vermemeli,
dokularin  iyilesmelerine  yardimci  olmalidirlar.
Hassasiyet giderici dis macunlarinin klinik etkinlikleri,
/n vitro etkileri ve mekanizmalari Ustine bircok calisma
olmasina ragmen, biyouyumluluklariyla ilgili gaismalar
sinirhdir. Bu c¢alismanin amaci, dentin hassasiyeti
tedavisine destek olarak kullanilan G¢ farkli dis
macunun L929 fare fibroblast hulcrelerinin canliliklari
Uzerine etkilerini degerlendirmektir.

GEREG VE YONTEMLER

Bu calismada G¢ farkl dentinhassasiyeti giderici
macunu Colgate Sensitive Pro-Relief (Colgate-
Palmolive, New York, ABD), Sensodyne Hizl
Rahatlama (GlaxoSmithKline, Londra, Ingiltere) ve
ROCS Sensitive (Greinheim, Almanya)
degerlendirilmistir. Materyallerin icerikleri ve Uretim
numaralari Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1.

Macunlar, igerikleri ve tretim numaralari

L-arjinin, hidrate silika, kalsiyum karbonat, bikarbonat, sodyum bikarbonat, sodyum
lauril stilfat, sodyum monoflorofosfat, tetrasodyum pirofosfat, sodyum sakarin,
sorbitol, benzil alkol, gliserin, su, seliiloz sakiz, ksantan sakizi, limon, aroma.

Colgate Pro-Relief
(CPR) 150618PL11E

Sensodyne Hizl
Rahatlama (SHR)
088GG1

Sodyum florid, kalay florid, hidrate silika, titanyum dioksit, sodyum lauril stlfat,
kokamidopropil betain, PEG-8, pentasodyum trifosfat, karbomer, sodyum sakarin,
gliserin, limon, aroma.

Kalsiyum hidroksiapatit, silika, titanyum dioksit, sodyum lauril siilfat, sodyum
gliserofosfat, kalsiyum gliserofosfat, magnezyum klorit, sodyum sakarin,
metilparaben, propilparaben, sitral, ksilitol, ksantan sakizi, tatlandirici, su, gliserin.

ROCS Sensitive
(RS) 30218

Test materyallerinin hazirlanmasi

Test edilen macunlar serum bulunmayan (%25
agirhk/hacim) Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, Biochrom GmBh, Berlin, Almanya) kultdr ortami
ile seyreltildi, bir vibratér ile homojenize edildi. Her
materyal i¢in hazirlanan %100’lUk orijinal konsantrasyon
DMEM ile seyreltilerek %25, %12, ve %6’k toplam 3
konsantrasyon hazirlandi.

Hucre kaltard

L929 fare fibroblasti hiicreleri %10 Fetal Bovine Serum
(FBS, Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Almanya) ve %1
penisilin/streptomisin  (Gibco Invitrogen, Karlsruhe,
Almanya) iceren DMEM kdultir ortaminda 37°C’de ve
%5’lik CO- iceren nemli havada kulttre edildi. Deneyler
icin %75-80 konfluense ulagsmis eksponansiyel blylime
fazindaki L929 hucreleri kullanildi. 96 kuyucuklu plakanin
(655180- Greiner Bio-One) her kuyucuguna 104
yogunlukta olacak sekilde hiicre ekimi yapildi ve 24 saat
boyunca 37°C’de inklUbe edildi.

XTT deneyi

Her deneyde bir materyal konsantrasyonu igin 12
kuyucuk kullanildi  (n=12). Deney grubu hicre
kiltirlerine 100 uL seyreltimemis veya farkl oranlarda
kaltdr ortami ile seyreltiimis materyal ekstraktlarina,
kontrol grubu hucre kulttrleri ise sadece kultir ortamina
2 dakika boyunca 37°C’'de maruz birakildilar. Her
kuyucug@a 50 uL XTT sollisyonu eklenerek enzim aktivitesi
belirlendi. Spektrofotometre cihaziyla (Epoch, BioTek
Instruments, ABD) 460 nm dalga boyunda &lgim yapildi.
Shapiro-Wilk testi ile verilerin homojenitesi
degerlendirildi. Kontrol grubunun canlilik yizdesi %100’e
esitlendi. Deney gruplan ile kontrol grubu canlilik
yuzdeleri arasindaki farklar one-way Anova ve post hoc
Tukey's HSD testleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Test edilen materyallerin %25, %12 ve %6’lik konsantrasyonlardaki
hiicre canlilik degeri ortalamalar1

Test edilen macunlarin 3 farkl konsantrasyonu da
kontrol grubuyla karsilagtinidiginda L929 hcreleri
Uzerine sitotoksik etkileri oldugu gézlenmistir (p <0.05).
Materyallerin hicre canlilik de@erleri arasinda ytzdesel
olarak anlamli bir fark oldugu goériimustir (p <0.05).
Her materyal grubunun 3 farkll konsantrasyondaki
hdcre canlilk degeri ortalamalari ve standart sapma
degerleri Grafik 1’de verilmistir.

CPR materyaline maruz kalan L1929 hicrelerinin
sirasiyla canllik ytzdelerinin;

o %25’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %15,65,

¢ %12’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %14,47,

e %B’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %26,54
oraninda oldugu g&rilmusgtar.

SHR materyaline maruz kalan L929 hicrelerinin
sirasiyla canlilik yuzdelerinin;

o %25’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %22,96,

o %12’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %23,03,

e %B’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %36,25
oraninda oldugu gérilmusgtar.

RS materyaline maruz kalan L929 hicrelerinin sirasiyla
canlilik yazdelerinin;

e %25’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %80,92,

¢ %12’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %86,58,

o %B’lik konsantrasyonda hazirlanan grupta %82,28
oraninda oldugu gérilmustdr.

En dlsuk hiicre canlilik de@erlerinin konsantrasyonlara
gbére CPR grubunda oldugu gérulirken en yiksek
degerler RS grubundadir.

TARTISMA

Dis macunlar, dis fircas! ile beraber oral hijyenin
devamini saglamak icin iki temel fonksiyon olan;
mikrobiyal dental plagi uzaklastirmak ve ¢urik olugsumu
engellemek icin kullanilir. Bu fonksiyonlara ek olarak dig
eti saghgi, beyazlatma, agiz kokusu ve hassasiyet
giderme gibi 6zel amacl dis macunlar da Uretilmistir.

Dentin hassasiyeti tedavisinde ¢cok énemli bir yeri olan
hasasiyet giderici dis macunlarinin, klinikte hassasiyete
sahip diglerin servikal bolgelerine uygulanmasi
sebebiyle bu macunlar dis eti dokusu ile yakin temas
halindedirler. Ayrica bu macunlar, aclk dentin
tubdullerinden pulpaya dogru hareket ederek pulpal
hicreler Uizerinde de toksik etkiler olusturabilirler.™ /n
vifro sitotoksisite calismalarinda kullaniimak icin
secilecek hacre tipi dnemlidir. Hlcre dizileri homojen
morfolojiye sahiptir ve genellikle vyillarca kulttre
edilebilirler, aksine, primer hlcreler heterojendirler ve
sinirl bir édmre sahiptirler.?®* L929 fare fibroblasti gibi
hdcre dizileri dental materyallerin sitotoksik 6zelliklerini
test etmek icin rutin olarak kullaniimaktadirlar ¢inku
tekrar tekrar Uretilebilirler ve uygun biyolojik cevap
olustururlar.*

Calismamizda test edilen dentin hassasiyeti giderici
macunlarin tim konsantrasyonlari da kontrol grubuyla
kargilagtirldiginda L929 hucreleri Uzerine sitotoksik
oldugu gézlenmistir (p <0.05). XTT deneyi sonucunda
tim konsantrasyonlarda en dusik hucre canliidi
degerleri CPR materyal grubunda go6zlenirken, RS
grubunda en ylksek hicre canliik degerleri
gbzlenmistir.

Plagin uzaklastirimasi silika, aliminyum hidroksit ve
kalsiyum karbonat gibi ¢b6zinmeyen abraziv
partikullerin, ¢urik olusumunun engellenmesi ise florid
gibi molekdllerin  macunun ¢6zdnen kismi igine
eklenmesiyle saglanir.'® Macunlarin klinik
performanslarini ve faydalanimlarini arttirmak, yol
acabilecekleri riskleri en aza indirgemek amaciyla
iceriklerine bircok madde katilmaktadir.'” Bir materyalin
sitotoksisitesinin igerigiyle ilgili oldugu yapilan
caligmalarda  bildirilmistir.’®"®  Dig  macunlarinin
potansiyel zararli iceriklerinden bazilari lokal ve sistemik
yan etkilere sebep olabilirler. Lokal reaksiyonlar, oral
mukoza irritasyonu ve deskuamasyonu (stomatit,
glosisit, dig eti iltihabi, bukkal mukozit) icerirken,
sistemik reaksiyonlar alerjik, akut veya kronik toksik
etkilere sebep olabilirler.'7:20-22
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Deterjanlar, kullanimlarindaki guvenlik endigesiyle
beraber macunun kdéplrmesini ve yaylmasini
saglamak amaciyla katilirlar. Sodyum lauril sulfat (SLS)
insan oral mukozasinin /in vitro ve in vivo bariyer
Ozelliklerini degistirebilecek, dis etindeki kan akigini
azaltan bir deterjandir.?526 SLS igeren dis macunlarinin
aftéz  Ulserlerle  siklikla iligkili  oldugu, SLS
icermeyenlerinse Ulser ve agrn olusumunu azalttigi
gOrulmustir.? 2 /n vitro deneylerde SLS’in TERT-1
keratinosit, insan oral epitel ve fibroblast hicrelerinin
hiicre canliliklarini azalttigi gérilmuistar.2® Bu nedenle
SLS dis macunlarinin toksisitesini belirlemekte kritik bir
faktordir. Kokamidopropil betain (KAPB), dis
macunlarinda siklikla kullanilan diger deterjandir.
KAPB iceren dig macunlarinin oral mukozada daha az
irrite edici oldugu ve agiz kurulugunun semptomlarini
azaltigr dUsUnilmektedir.?® Yapillan /i vitro bir
calismada KAPB’ In, SLS’ye maruz kalan insan
keratinositlerinin canlligini destekledigi gorilirken,
tam tersi bir sonug¢ olarak diger calismalarda KAPB,
SLS’ten daha toksik bulunmustur.®! Cvikl ve ark.’larinin
yaptiklarl bir calismada ise dis macunlarinin icerdigi
deterjan tOrinin /n wvifro hicre toksisitesindeki
degisikliklerle iliskili olabilecegi goérulmustir. Ayrica
SLS icermeyen fakat KAPB iceren Sensodyne F
macunun toksik etkisi olmadigini gérmislerdir.®
Calismamizda test edilen materyallerden CPR ve RS
SLS; SHR ise SLS ve KAPB deterjanlarini icermeleri

sebebiyle toksik bulunmus olabilirler. SLS’nin
potansiyel toksik etkisi uzunca bir doénemdir
bilinmektedir.*® Bununla beraber %2nin alti

konsantrasyonlarda kisa vadeli maruziyetin zararsiz
oldugu kabul edilmektedir.5°

Arjinin’in kalsiyum karbonat pargaciklariyla etkilesime
girerek pozitif yakli bir partikil ylzeyi olugsmasina
sebep oldugu varsayiimaktadir. Bu parcaciklar negatif
yUkli dentin ylzeyine baglanabilir ve acik dentin
tubullerini tikayabilir. Hicrelerden konfokal mikroskop
ve SEM ile alinan gérUntllerde arjinin-kalsiyum
karbonat molekullerinin dentin tibullerinde mikemmel
tikanmayi destekledigi gértlmustir. Ek olarak arjininin
alkalin pH degeri tlkarikten kalsiyum fosfat
cokelmesine yardim etmektedir.®33* CPR materyali
dentin duyalilgini gidermek amaciyla L-arjinin ve
kalsiyum  karbonat  molekullerini  bir  arada
icermektedir. Calismamizin sonuglarina gére en dusuk
hicre canlilik degerlerinin  gdzlendigi gruplardan
biridir. Galismamizin aksine hassasiyet giderici
ajanlarin sitotoksisitesinin insan fibroblast hdcreleri
Uzerinde test edildigi bir calismada CPR materyali
dier materyallere gbre daha az sitotoksik
bulunmustur.®® Benzer sekilde hassasiyet giderici dis
macunlarinin  sitotoksisitesinin  insan  fibroblast
hlcrelerinde MTT testi ile belirlendigi bir caismada
CPR materyalinin hicbir konsantrasyonunda toksik etki
g6zlenmedigi, aksine dislk konsantrasyonlarda canli
hiicrelerin gogalmasini tesvik ettigi gdzlenmistir.

Hidroksiapatit (HA), kalsiyum fosfatin nanoskopik
kristaller seklinde icinde bulundugu omurgalilarin
kemik ve dis yapilaninin temel mineralidir. Sentetik
hidroksiapatit mikemmel biyoyuyumluk ve osteojenik
kapasite &zelliklerinden dolayi yillardir biyomedikal
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.®”
GUnUmuzde hidroksiapatit nano-partikilleri dentin
hassasiyetini tedavi etmek ve minenin
remineralizasyonunu saglamak amaciyla agiz bakim
Urunlerine katilmaktadir. Nano-hidroksiapatitin dentin
hassasiyetini gidermek icin kullanilan  GrUnlere
katiimasiyla tedavide iyi sonuclar alinmasi, son yillarda
HA icerikli macun ve gargara sayisini oldukca
arttirmistir. 34! Epple kalsiyum fosfat partikdllerinin tek
baslarina sitotoksik olmadiklarini, ancak ¢ézinduikten
sonra kalsiyum iyonlarinin salinarak hicreye zararli
olabilecegini belirtmistir. Hiicre kultirinde 100 mg/L
(100 ppm) altindaki kalsiyum fosfat
konsantrasyonlarinin zararsiz oldugu goérilmektedir.*
Yapillan bir c¢alismada bir nanopartiktdlli HA
suspansiyonunun sitotoksik potansiyeli dis fircalama
prosedurd taklit edilerek farkli maruz birakma sareleri
ve konsantrasyonlarinda in vitro olarak
degerlendirmistir. Hicre canlih@ Gstine /n vitro, F-aktin
hiacre iskeleti organizasyonu, mitokondri takibi,
apoptotik indeks ve ROS olusumu sonugclar
nanopartikilld HA’nin insan diseti fibroblastlarina karsi
ylksek derecede sito-uyumlu oldugunu kanitlamigtir.*®
Calismamizda RS materyali dentin hassasiyetini
gidermek amaciyla HA iceren bir dis macunudur ve test
edilen U¢ materyal icerisinde L929 hiicreleri Ustline en

yiksek canllik  deg@erleri bu grubun (g
konsantrasyonunda gbézlenmistir (%80,92; 86.58;
82.28).

Sodyum florid (NaF) dentin tUbdllerine CaF;

cOkelmesiyle bariyer olusturarak dentin hassasiyetinin
azalmasini destekler.** Kalay tuzu cOzeltilerinin de
dentin tbullerini tikayarak asit ataklarina karsi direngli
bir tabaka olusturdugu in vitro olarak gésterilmistir.*®

NaF’nin insan hucrelerinde sitotoksik ve enflamatuvar
cevaba sebep oldugu goériimustur. Ayrica, NaF’nin
sert ve yumusak dokuda bircok insan hucresinde
apoptozu indukledigi /n vitro olarak gd&sterilmigtir.
Yapilan bir calismada insan dis eti hucrelerinin
canliligini artan doz ve zamana bagl ters orantili olarak
azalttigy; kromatin kondansasyonu, DNA
fragmentasyonunu iceren apoptototik morfolojik
degisikliklere yol actigi, hiicre apoptozunu indikledigi
bulunmustur. Epitel hlcrelerinde dusuk
konsantrasyonlarda hlcre motilitesi, migrasyonu,
invasyonu ve matriks Uretimini indikleyebilir.*6¢ SHR
dis macunu dentin hassasiyetini énlemek amaciyla
sodyum florid ve kalay florid icermektedir, L929
hicrelerine oldukga sitotoksik oldugu goérilmustar.
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SONUG

Bu calismanin sonuglarina gére test edilen hassasiyet
giderici dis macunlannin  toma  sitotoksik  etki
gbstermistir.  Bu dis macunlarinin  calismamizin
limitasyonlar dahilinde sitotoksisitelerini siralamamiz
gerekirse  ROCS  Sensitive<Sensodyne  Hizli
Rahatlama<Colgate Sensitive Pro-Relief oldugu
soylenebilir. Hassasiyet giderici dis macunlar dis eti ve
mukozayla yakin temasta oldugu géze alindiginda bu
in vifro calisma, daha detayll hicre kuiltur testleri ve
klinik testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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