ARASTIRMA (Research Report)

UC FARKLI DOLGU MATERYALININ FIBROBLAST ATASMANINA
ETKIiSININ /N VITRO OLARAK DEGERLENDIRILMESi*
Effect of Three Different Filling Materials on
Fibroblast Attachment:In vitro Evaluation

Duygu KILIC', Servet KESIM?, Zeynep SUMER?, Ahmet OZTURK"

Ozet: Bu in vitro ¢alismada, klinikte yaygin olarak
kullanilan cam iyonomer simann, rezin modifiye cam
iyonomer simamin ve poliasit modifiye kompozit
rezinin ~ gingival  fibroblast atasmanina  etkisi
arastirilmistir. MTT[3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazoliumbromide] testi i¢in, ii¢ farkli dolgu
materyali gingival fibroblast hiicreleri ile 24 ve 72
saat stire ile inkiibe edilmistir. MTT test sonuglarina
gore, 24 saat sonunda poliasit modifiye rezin
kompozit yiizeyinde fibroblast atagmammn fazla
oldugu ancak 72 saat sonunda fibroblast atasmanin
azaldigr belirlenmistir (p<0,05). Yetmis iki saat
sonunda rezin modifive cam iyonomer siman
yiizeyindeki  fibroblast atasmanmmin  diger dolgu
maddelerine gére anlamh olgiide diisiik oldugu
saptanmistr. Tiim dolgu materyalleri 24 ve 72 saat
sonunda kontrol (cam) grubu ile hiicre proliferasyon
yiizdeleri  agisindan  karsilastirildiginda  farkin
istatistiksel olarak anlamh oldugu gériilmiistiir
(p<0,05). Yaptigimiz in vitro arastirma sonuglarina
ek olarak kimyasal yiizey analiz teknikleri, element
saliniminin ol¢iilmesi ve  fiziksel  yiizey
karakterizasyonu ile mikroyapt ve pérozitenin
incelenmesi dolgu materyallerinin biyolojik yanitinin
daha iyi anlasiimasini saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Gingival fibroblast, sitotoksisite,
Cam iyonomer siman

Abstract: In this in vitro study, the effects of glass
ionomer cement, resin modified glass ionomer
cement and polyacid modified resin composite used
in clinical practice on gingival fibroblast cells were
investigated. For MTT test, the substructures of
three different filling materials’ were incubated
with gingival fibroblast cells for 24 and 72 hours.

In MTT test analysis, fibroblast attachment on
poliacid modified resin composite filling material
was excessive after 24 hours but decreased after 72
hours (p<0,05). Fibroblast attachment on resin
modified glass ionomer cement was lower than
other filling materials after 72 hours. When cell
proliferation percentages of all filling materials
were compared with control group (glass) after 24,
72 hours, it was observed that difference was
statistically significant (p>0,05).

In addition to our in vitro research results, the
chemical surface analysis techniques, measurement
of release of elements and physical surface
characterization and analysis of microstructure and
porosity can provide a better understanding of the
biological response of  filling materials.

Keywords: Gingival fibroblast, cytotoxicity, glass
ionomer cement
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Uc farkli dolgu materyalinin fibroblast atasmanina etkisinin in vitro olarak degerlendirilmesi

Serbest diseti kenarinin apikale migrasyonu ile kok
yiizeyinin klinik olarak a¢iga ¢ikmasima diseti ge-
kilmesi denir (1). Bir aragtirmada 9869 kisilik bir
topluluktaki toplam diseti ¢ekilmesi prevalansi %
58 olarak tespit edilmistir (2). Diseti g¢ekilmesi
sonucu, organik icerigi fazla olan sementle kapl
kok yiizeyi agiga ¢ikar. Bu durum, kok yiizeyi iize-
rinde ¢iiriiksiiz servikal defektlerin, kdk ¢iirtikleri-
nin olusmasina ve kok hassasiyetine yol acabilir (3,
4).

Subepiteliyal bag dokusu grefti, koronalle
pozisyone flep gibi gesitli kok ortiimii yontemleri
ile agik kok yiizeylerinin basarili bir sekilde kapati-
labildigi gosterilmistir (5, 6). Ancak diseti ¢ekilme-
si ve kok ciiriiklerinin ya da c¢iiriiksiiz servikal lez-
yonlarin bir arada goriildiigii bazi komplike vaka-
larda restoratif ve periodontal plastik cerrahi iglem-
lerin bir arada uygulanmasi gerekebilmektedir.
Boyle durumlarda kok ¢iiriigii temizlenir ve olusan
kavite ya da ¢iiriiksiiz servikal lezyon bdlgesi uy-
gun bir restoratif materyal ile restore edilir ve bir
mukoperiosteal flep ve/veya greft ile lizeri ortiiliir
(7, 8). Ciiriiksiiz servikal lezyonlarin restorasyo-
nunda cam iyonomer siman, rezin modifiye cam
iyonomer siman ve kompomer gibi flor salinimi
yapan materyallerin kullanimi 6nerilmistir (9).

Bu materyallerle restore edilen kdk yiizeylerinin
periodontal plastik cerrahi islemlerle Ortiilmesi
sonrast diseti fibroblastlarinin dolgu materyallerine
atasmani olduk¢a Onemlidir. Daha &nce yapilan
caligmalarda, rezin modifiye cam iyonomer siman,
mikrofil kompozit rezinler ve kompozit rezinler ile
restore edilen kok yiizeylerinin farkli periodontal
plastik cerrahi iglemler ile ortiimlerinin kargilagti-
rilmasi sonucunda kok Ortiimii oranlarmin basarili
bulundugu rapor edilmistir (7, 8, 10, 11). Ancak
hangi materyal yiizeyinde daha fazla 6rtiim saglan-
dig1 ya da daha fazla fibroblast atagsmani oldugu
belirtilmemistir.

Bu caligmanin amaci, cam iyonomer siman (CIS),
rezin modifiye cam iyonomer siman (RMCIS) ve
poliasit modifiye kompozit rezinden (PMKR) olu-
san 1{i¢ ayrt dolgu materyalinin fibroblast
proliferasyonuna etkisinin degerlendirilmesidir.

GEREC VE YONTEM
Test Materyalleri ve Hazirlanmasi

Caligmada cam iyonomer siman (Ketac Molar
Quick Aplicap, 3M/ESPE GmbH, Seefeld, Alman-
ya), rezin modifiye cam iyonomer siman (Photac
Quick, 3M/ESPE GmbH, Seefeld, Almanya) ve
poliasit modifiye kompozit rezin (Dyract Extra,
Dentsply DeTrey, Konstanz, Almanya) dolgu ma-
teryalleri, kontrol grubu olarak ise cam kullanildi.
Kullanilan test materyallerinden 10’arli 4 grup ol-
mak tiizere toplam 40 adet ornek hazirlandi. Test
materyallerinden disklerin hazirlanmasinda ISO
10993-5 standardina uygun bir adet silindirik teflon
kalip kullanildi (12). Teflon kalibin iizerinde her
seferinde 8 adet disk hazirlayabilmek igin 6 x 2
mm boyutlarinda bosluklar bulunmaktaydi (Resim
1). Her dolgu materyali iiretici firmanin talimatlari-
na gore hazirlandi ve elde edilen karigimlar teflon
kaliba yerlestirildi. Daha sonra bu 6rnekler ylizeyin
diizgiin olmas1 i¢in iki siman cami arasinda sikisti-
rildi. Kimyasal olarak sertlesen CIS, kalip icerisin-
de 10 dakika bekletildikten sonra, 1sikla sertlesen
RMCIS ve PMKR ise 10 sn siire ile 1sikla
polimerize edildikten sonra kaliptan ¢ikartildi. Faz-
laliklar, elmas frezlerle alind1 ve konturlar dizeltil-
di. Daha sonra Sof-Lex (3M-Espe, Amerika) disk-
leri ile diisiik devirde mikromotor yardimiyla hafif
basing altinda 30 sn siireyle polisaj yapildi.

Hiicre Kiiltiiri

Aragtirmada hiicre kiiltiiriiniin  olusturulmasinda
1929 fare fibroblast hiicre hatti (SAP Enstitiisii)
kullanildi. Hiicreler saklama ortami olan -80° C’
den ¢ikartilarak 37° C’ deki su banyosunda ¢ozdii-
rildi. Hiicre Kkiiltiirlinde kullanilacak besi yeri,
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
icerisine penicilin-streptomycin, L-glutamin ve
Fetal bovine serum (FBS) ilave edilerek hazirlandi.
Cozdiiriilen hiicreler besi yeri ortamu ile hiicre kiil-
tiirli tiretme kaplarma alindi. Hiicreler yiizeyi tama-
men kapladiklarinda tripsinizasyon islemi yapildi.
DMEM ilave edilerek hiicre siispansiyonu olustu-
ruldu ve kiiltir kaplarma boliinerek pasajlandi.
Calismada 1929 fibroblast hiicre serisinin 6 ile 11.
pasajlar arasindaki hiicreleri kullanildi.
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Fibroblast Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

L1929 hiicreleri, pasajlama isleminde oldugu gibi
tripsinizasyonla kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldir1l-
di ve DMEM ilave edilerek hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonu igerisinde 6rnek
disklerin oldugu 24 kuyucuklu hiicre tiretme kapla-
rma her bir kuyucuga 100 pl hiicre silispansiyonu
(~2x10° hiicre/ml) olacak sekilde taksim edildi.
Hiicre kiiltiirii tiretme kaplari, 37°C’de % 5 CO;’li
inkiibatorde hiicrelerin disk yiizeylerine yapismasi
i¢in 24 ve 72 saat inkiibe edildi.

MTT (Sigma Aldrich Inc. St. Louis, Missouri,
USA) soliisyonu hazirlandi ve her bir kuyucuga 10
ul ilave edildi ve hiicreler karanlik bir ortamda, 37°
C’ de 4 saat siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda
MTT soliisyonu igeren sivilar aspire edildi ve her
bir kuyucuga oda 1sisinda 100 pl dimetilsiilfoksit
(DMSO) ilave edildi. Formazan kristallerinin tama-
men ¢ozlinmesi ile kuyucuklardaki diskler ¢ikartil-
di, kiiltiir iretme kaplar1 ELISA okuyucusuna (Bio
-tek EL 312, Bio-tek Instruments, Winooski, VT,
USA) yerlestirildi ve 450 nanometrede okundu.
Optik okuyucudan elde edilen degerler asagidaki
formiile konularak, test materyallerinin ayr1 ayri
hiicre proliferasyon yiizdeleri hesaplandi.

A-B

Hiicre Proliferasyon Yiizdesi = X 100

C-B

A: Test orneklerine ait kuyucuklardaki optik deger-
lerin ortalamasi

B: Kor olarak kullanilan kuyucuklardaki optik de-
gerlerin ortalamasi

C: Pozitif kontrol grubuna ait degerlerin optik de-
gerlerin ortalamast

istatistiksel Degerlendirme

Caligma sonuglariin istatistiksel degerlendirmesi,
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois 60606,
USA) yazilimi kullanilarak yapildi. Gruplar arasin-
da hiicre proliferasyonu bakimimdan farkliligin
istatistiksel degerlendirmesinde 24 saat sonundaki
veriler normal dagilima uymadig1 i¢in Kruskal-

Kili¢ D, Kesim S, Siimer Z, Oztiirk A

Wallis varyans analizi, 72 saat sonunda tek yonli
ANOVA kullanildi, farkliligin hangi gruptan kay-
naklandigina ise sirasiyla Tukey c¢oklu karsilagtir-
ma testi ve Duncan Methodu ile bakildi. Gruplarin
1. ve 3. giindeki hiicre proliferasyonu degerlerinin
karsilagtirilmasi icin eslestirilmis ¢ testi kullanildi.
Calismada kullanilan her bir dolgu materyalinin
hiicre proliferasyonu degerlerinin ayri ayr1 kontrol
grubu ile karsilagtirilmasi ise veriler normal dagili-
ma uymadig1 icin Mann Whitney U testi kullanila-
rak yapild.

BULGULAR
Hiicre Proliferasyonu Deneyi Sonuclar:

Calismada kullanilan ii¢ farkli dolgu materyalinin
MTT testine ait hiicre proliferasyonu ortanca ve
ortalama degerleri Tablo I’de verilmektedir.

Yirmi dort saat sonunda poliasit modifiye
kompozit rezin yiizeyindeki hiicre proliferasyon
diizeyinin diger dolgu materyallerinden istatistik-
sel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu go6zlen-
mistir(P<0.05) ( Tablo II).

Yetmig iki saat sonunda rezin modifiye cam
iyonomer siman yiizeyindeki hiicre proliferasyon
diizeyinin cam iyonomer siman ve poliasit
modifiye kompozit rezine gore istatistiksel olarak
anlaml1 oranda diisiik oldugu (P<0.05), bu iki ma-
teryal yiizeyindeki hiicre proliferasyon diizeyleri-
nin ise istatistiksel agidan birbirlerinden farkli ol-
madig1 gozlenmistir (P>0.05) (Tablo III).

Yirmi dort ve 72 saat sonunda cam iyonomer ve
rezin modifiye cam iyonomer siman yiizeylerinde
hiicre proliferasyonu degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi tespit edilmistir
(P>0.05). Poliasit modifiye kompozit rezin yiize-
yinde ise 72 saat sonunda hiicre proliferasyonu
degerlerinin 24 saate oranla anlamli dlglide diisiik
oldugu belirlenmistir (P<0.05) (Tablo IV).

Calismada kullanilan her bir dolgu materyalinin
hiicre proliferasyonu degerleri 24 ve 72 saat sonun-
da ayr1 ayr1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda;
kontrol grubu degerlerinin anlaml 6lgiide yiiksek
oldugu goriilmiistiir (P<0.05) (Tablo V).
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Uc farkli dolgu materyalinin fibroblast atasmanina etkisinin in vitro olarak degerlendirilmesi

Tablo 1. Ug farkli dolgu materyalinin hiicre proliferasyonu ortanca ve ortalama
degerleri (%) (Optik Yogunluk Degerleri)

Test Gruplari Zaman X85S
Ort(%25-%75)
53.845.07

CIS Grubu 24 saat 53(49-58)
56+11.3

CIS Grubu 72 saat 56.5(48.75-63)
43+9.92

RMCIS Grubu 24 saat 42(32.75-50.5)
45.746.14

RMCIS Grubu 72 saat 47.5(40-50.25)
80.3+23.7

PMKR Grubu 24 saat 77.50(61-91.75)
58.3+6.41

PMKR Grubu 72 saat 58(52-63.75)

Kontrol Grubu 24 saat 100

Kontrol Grubu 72 saat 100

Tablo II. Yirmi dort saat sonunda test gruplarinin hiicre
proliferasyonu ortanca 6l¢iim degerlerinin karsilagtirmasi

Test Gruplari f)“r:?‘;:zs-%ﬁ)
K Grubu 53(49-58)"

P Grubu 42(32.75-50.5)"
D Grubu 77.50(61-91.75)"

@ ve " harfleri gruplar arasindaki farki gostermektedir (P<0.05)
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Tablo III. Yetmis iki saat sonunda test gruplarinin hiicre proliferasyonu
ortalama 6l¢giim degerlerinin kargilagtirmasi

Test gruplar 72 saat
XSS
K Grubu 56+11.3°

P Grubu 45.7+6.14°

D Grubu 58.3+6.41°

* ve " harfleri gruplar arasindaki farki gostermektedir (P<0.05)

Tablo IV. 1. ve 3. giin i¢in test gruplarnin hiicre proliferasyonu ortalama 6lgiim
degerlerinin kargilagtirmasi

Zaman CIS Grubu RMCIS Grubu PMKR Grubu
XtS8S8 XSS XxS8S8

1. giin 53.845.07 43+9.92 80.3+£23.7

3. giin 56+11.3 45.7+6.14 58.3+6.41

P 0.597 0.506 0.02*

* Gruplar arasindaki farklilig1 gostermektedir (P<0.05)

Tablo V. Dolgu materyalinin hiicre proliferasyonu ortanca degerlerinin
kontrol grubu ile karsilastirilmasi

Test Gruplan Ort(‘}/:)ig;l-l‘l’/ﬂS) Ort(°3/;2g;l-l}’/o75)
CIS Grubu 53(49-58)° 56.5(48.75-63)"
RMCIS Grubu 42(32.75-50.5)" 58(52-50.25)"

PMKR Grubu 77.50(61-91.75)° 47.5(40-63.75)"

* (P<0.05)’1 ifade eder.
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Ug farkh dolgu materyalinin fibroblast atasmanina etkisinin in vitro olarak degerlendirilmesi

Resim 1. Calismada kullanilan teflon kalip

TARTISMA

Restoratif materyaller periodontal dokularda direkt
temas nedeniyle olusan yikici etkilerin en aza indi-
rilebilmesi i¢in biyouyumlu olmaldirlar (13).
Dental materyallerin biyouyumlulugunun degerlen-
dirilmesi i¢in in vitro test yontemleri tercih edil-
mektedir. Bu  materyaller {izerinde hiicre
proliferasyonu olmasi materyallerin
biyouyumlulugunu isaret etmektedir (14). Kolay
uygulanan g¢alismalar olsalar da in vitro ¢aligmala-
rin dogrulugu 6zenle yapilan in vivo arastirmalar
ile belirlenebilir. (15, 16)

Mevcut ¢alismada, diger bazi ¢alismalarda tanim-
landig1 gibi dehidrogenaz aktivitesinin olglilmesi
ile fibroblast hiicre canliliginin ve proliferasyon
oranmin degerlendirildigi bir in vitro test yontemi
olan MTT test yontemi kullanilmistir. (17, 18, 19,
20)

ISO 10993-5 ‘Sitotoksisite Testleri-in  Vitro
Yontemler® standardina gore; in vitro ¢alismalarda
dental materyallerin sitotoksik etkilerinin arastiril-
masinda ve fibroblast atasmaninin degerlendirilme-

sinde, standart olarak 1929 ya da Balbc3T3
fibroblast kiiltiirlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir
(12). Bu nedenle mevcut calismada 1929 fare
fibroblast hiicre kiiltiirii kullanilmistir.

Bu galismanin sonuglari fibroblastlarin test edilen
tim dolgu materyali ylizeylerine atagmanlarinin iyi
oldugunu gostermistir. Poliasit modifiye kompozit
rezin yilizeyinde 24 saatlik inkiibasyon periyodun-
dan sonra hiicre proliferasyon diizeyinin diger dol-
gu mteryallerinden daha yiiksek oldugu bulundu.
Yetmis iki saatlik inkiibasyon periodundan sonra
ise rezin modifiye cam iyonomer siman yiizeyinde
hiicre proliferasyon diizeyinin diger dolgu mater-
yallerinden diisiik oldugu gozlendi, aradaki farkli-
Iik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Al-
Qathami ve ark.’nin sonuglarina benzer sekilde,
rezin modifiye ve geleneksel cam iyonomer siman
ylizeyinde, poliasit modifiye kompozit rezine oran-
la daha az sayida fibroblast proliferasyonu meyda-
na gelmesi, cam iyonomer siman Yyiizeyinin
kompozit ylizeyine oranla daha piiriizli olmasina
baglanabilir (14). Ancak bu sonuglardan farkli ola-
rak Al-Sabek ve ark, Camp ve ark. ise yaptiklari
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calismalarda rezin modifiye cam iyonomer siman
ylizeyinde diger test materyallerine oranla daha
fazla fibroblast atagmani oldugunu rapor etmisler-
dir (21, 22). Ayn1 kategorideki materyaller her za-
man ayni tepkileri vermeyebilirler. Materyallerin
kimyasal bilesenleri, partikiil biiyiikliikleri,
polimerizasyon zamanlar1 ve uygulama 6zellikleri-
ne gore farkli sonuglar elde edilebilmektedir (15).

Rezin modifiye ve geleneksel cam iyonomer si-
man yiizeylerinde, 24 ve 72 saat sonunda hiicre
proliferasyonu ortalama 6lgiim degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yokken, poliasit
modifiye kompozit rezin grubu igin, 24 saate oran-
la 72 saatte anlaml bir diisiis oldugu tespit edilmis-
tir (p<0.05). Bu durum Al- Qathami ve ark.’nin da
belirttigi gibi inkiibasyon periodunun uzamas: ile
materyalden besiyerine arttk madde saliniminin
artmastyla aciklanabilir (14).

Tiim dolgu materyalleri 24 ve 72 saat sonunda
kontrol grubu ile hiicre proliferasyon yiizdeleri
acisindan kargsilastirildiginda, kontrol grubu yiize-
yinde gozlenen hiicre proliferasyonunun anlaml
oranda yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). Bu sonug-
lar kontrol grubunun yiizey karakterizasyonu ve
kimyasal yapisi ile iligkilendirilebilir (21). Kontrol
grubu olarak kullanilan cam yiizeyi, ii¢ dolgu ma-
teryalinden de daha diizgiin yiizeye sahiptir. Dola-
yistyla cam yiizeyine fibroblast atagmani daha fazla
olmustur.

Periodontal plastik cerrahi iglemler ile restoratif
islemlerin bir arada basariyla kullanilmalar i¢in
gelecekteki c¢aligmalar, dolgu materyallerinin
karakterizasyonuna odaklanmalidir. Kimyasal yii-
zey analiz teknikleri, element saliniminin 6l¢iilmesi
ve fiziksel yiizey karakterizasyonu ile mikroyap1 ve
pordzitenin incelenmesi dolgu materyallerinin bi-
yolojik yanitinin anlagilabilmesini saglayabilir.
Sonugta ¢ok daha iyi biyolojik 6zelliklere sahip
dolgu materyallerinin gelistirilebilecegi diisiiniil-
mektedir.
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