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Ozer

AwmAc: Bu in vitro calismada lg farkl fissur értici mater-
yalin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi amaclandi.

Gerec VE YoNTEM: Uretici firmanin énerileri dikkate alina-
rak silindirik sekilli (2x5 mm) fissiir értiicii test 6rnekleri
hazirlandi (Fuji Triage, Dyract Seal, UltraSeal XT Plus).
L929 fare fibroblast hiicreleri 96-kuyucuklu hiicre kiltiiru
plaklari icerisine yerlestirildi ve bir inkiibator icerisinde
24 sa. suire ile 37 °C’de, %5 CO,/%95 hava karigimli bir or-
tamda bekletildi. Test 6rnekleri ise %10 New Born Calf
Serum ve %5 penisilin/streptomisin iceren Basal Medium
Eagle (BME) icerisine alindi. L929 hiicrelerinin inkiibas-
yon medyumu 24 sa. sonra uzaklastirildi ve yerine iceri-
sinde 24 sa. boyunca test 6rneklerinin ekstrakte edildigi
medyum konuldu. Test materyali iceren medyuma maruz
birakilmayan hiicreler kontrol grubunu olusturdu. Hiicre
canliligi 24. sa. sonunda MTT testi ile belirlendi. Veriler
One-Way ANOVA ve Tukey's HSD Post-hoc testleri ile
analiz edildi.

BuLGuLAR: Dyract Seal ve Fuji Triage, kontrol gurubundan
farkh idi (p<0.05). UltraSeal XT Plus ise kontrol grubu ile
benzer hiicre canlihg gosterdi (p>0.05). Dyract Seal, L929
hiicreleri lizerine en fazla sitotoksik etkiyi gésteren mater-
yaldi.

Sonu¢: Bu calismanin sonuglari fissiir ortiiciilerin bazi tok-
sik ajanlar salabildigini gostermektedir. Biyouyumluluk,
diger restoratif materyaller gibi fissiir ortiiciiler icin de kri-
tik bir 6zelliktir.
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Giris

Pit ve fissur ortlculer, dis clrigu gelisimini dnlemek igin
curGge yatkin olan diglerin bu bdlgelerine yerlestirilir-
ler."2 FissUr 6rtlicinin mine ile yaptigi mikromekanik
baglanti, agiz ici ortamu ile derin pit ve fissUrler arasinda
fiziksel bir bariyer olusturur.’ Pit ve fisslrlerdeki ¢tk
onleyici etkinlikleri birgok laboratuar ve klinik calisma ile
kanitlanmistir.™® GUndmuzin pit ve fisstr értacileri ice-
riklerine gore: rezin-esasl, poliasit modifiye kompozit
rezin (kompomer)-esasl veya cam iyonomer-esasli ola-
rak siniflandirilabilir.* Uygulama kolaylidi, yliksek retan-
siyon orani ve kanitlanmig kariyostatik etkileri gibi
avantajlarindan dolayi i1sikla sertlesen rezin esash fis-
sur orticuler siklikla tercih edilmektedir.2®7 Rezin esash
fisstr értGciler dolduruculu veya doldurucusuz olabilir-
ler. Bunun disinda doldurucu igerikleri cok az olabildigi
gibi yiksek oranda da olabilir.

Cam iyonomerler ilk defa 1974 yilinda McLean &
Wilson®tarafindan piyasaya tanitilmis ve uzun bir slre-
dir fissur értlict materyal olarak kullaniimaktadir. Ancak
cam iyonomer-esasl fissur értuculer ile ilgili cahsmala-
rinin sonuglar celigkilidir. Cam iyonomer esasli fisstr
ortuclerin flor salarak ¢irik olusumunu engelledigi du-
stintlmektedir ve 6zellikle yluksek ¢lrik riskli bireylerde
kullaniimalari énerilmektedir.2%"" Cam iyonomer esasli
fissUr ortlicllerin en blylk dezavantaji retansiyonlari-
nin yetersiz olmasidir.27'" Ancak fissir értlici materya-
lin gbzle gorallr bir sekilde kaybi s6z konusu olsa bile
curlk gelisimini 6nleyebildigi bildirilmistir.'2 Cam iyono-
mer esasli fissur érttcllerin retansiyon ve mekanik 6zel-
liklerini artirmak amaciyla rezin ilave edilerek kompomer
esasli ortlictler gelistiriimistir. Bazi arastiricilar rezin-
esasli ortuculer ile poliasit modifiye kompozit rezin
esash Orticullerin klinik performanslarinin benzer oldu-
gunu bildirirken bazi arastiricilar poliasit modifiye kom-
pozit rezin esasl Ortlicllerin retansiyon oraninin yetersiz
oldugunu bildirmiglerdir.'314

Koruyucu dis hekimliginde ¢cok énemli bir yeri olan
fissur érthculer butln faydalarina ragmen bazi lokal ve
sistemik yan etkilere neden olabilmektedirler. Fissur 6r-
tict uygulamasinin hipersensitivite reaksiyonlarina
neden olabilecegi bildirilmigtir.'s Fissir értict kullani-
minin ksenodstrojenlere maruz kalmayi artirdidi bildiril-
mistir.'® In vitro bir calismada piyasada satilan rezin
esasl bir fissur 6rticlinuin dstrojenik aktiviteye sahip ol-
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dugu gosterilmistir.’” Fisslr ortiici materyaller birgok
yonu ile literattrde tartisilmistir. Ancak, farkl tipteki fis-
sur értuculerin sitotoksisiteleri konusunda literattirde ye-
terince veri yoktur. Oysa ki biyouyumluluk fisslr
ortuculerin klinik basarisinin énemli bir parcasidir. Bu
materyal oral mukozal dokular ile uzun sure yakin ilig-
kide olacagi icin muhtemel sitotoksik etkileri cok 6nem-
lidir ve arastiriimasi gerekir.

Bu calismanin amaci, iki boyutlu L929 fare fibroblast
hiicreleri Gzerine bir rezin esasli, bir poliasit modifiye
kompozit rezin esasli ve bir cam iyonomer esasli fisstr
Orticunln sitotoksik etkilerini incelemektir. Bu calisma-
nin sifir hipotezi sudur: test edilen fissur drtlictler L929
fare fibroblast hlcreleri Gizerine sitotoksik degildir.

GEREC VE YONTEM

Test materyalleri

Bu calismada bir adet rezin kompozit esasli fissur or-
tlicl (UltraSeal XT Plus, Ultradent Products Inc., South
Jordan, Utah, ABD); bir adet poliasit modifiye kompozit
rezin esasli fissur 6rtlict (Dyract Seal, Dentsply De Trey
GmbH, Konstanz, Almanya); ve bir adet cam iyonomer
esash fissir 6rttict (Fuji Triage, GC America, Alsip, IL,
ABD) test edildi. Calismada kullanilan materyaller, ice-
rikleri, lot numaralari ve Uretici firmalari Tablo 1’de gos-
terildi.

Arastirmada kullanilan materyaller steril ortamda
dretici firmanin énerileri dikkate alinarak silindirik sekilli
steril standart teflon halkalar (2x5 mm) igerisinde hazir-
landi. Hazirlanan test érnekleri %10 New Born Calf
Serum ve %5 penisilin/streptomisin iceren BME (Basal
Medium Eagle) icerisine alindi ve materyal ekstraktla-
rini agiga ¢ikarmak icin 37 °C’de 24 sa. inklbatdérde
bekletildi. Hicreler Gzerinde kullaniimak tzere steril filt-
reden gegirildi.

Hiicre kiltiiri

Calismada L929 fare fibroblast hiicreleri (Sap Enstitlsu,
Ankara, Turkiye) kullanildi. Hiicreler %10 New Born Calf
Serum, %5 penisilin/streptomisin iceren BME icerisinde

8

%5 CO,'li ortamda, 37 °C’de inkibe edildi. Hicreler
deney kaplarinda yeterli doluluga erisince %0.25 trypsin
ile kaldinldi ve bir kuyucukta 25x10° hiicre olacak se-
kilde 96 kuyucuklu hiicre kultari kaplarina alinarak 37
°C’de, %5 CO, ve %95 hava karisimli bir ortamda 24
sa. inkibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda hicrele-
rin besi ortamlari, 200 pyl materyal ekstrakti iceren besi
ortami ile degistirildi. Kontrol grubundaki (%100 canli-
lik) hucrelere yalnizca serum igeren besi ortami verildi.
Materyal ekstraktlarina maruz kalan hticrelerin canliligi
sitiksinik dehidrogenaz aktiviteleri ile degerlendirildi.
Hucrelerdeki mitokondriyal aktiviteden siksinik dehid-
rogenaz aktivitesinin sorumlu oldugu gésterilmistir ve
suksinik dehidrogenaz aktivitesi hiicre sayisini ve etkin-
ligini yansitmaktadir. Her kuyucuga 0.5 pl taze hazirlan-
mis MTT (BME icerisinde 0.5 mg/ml; 3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide, Sigma
Aldrich, Steinheim, Almanya) ilave edildi. iki sa. inkiibe
edildikten sonra (37 °C, %5 CO,) stpernatant uzaklas-
tirildi, hiicre icinde depolanan MTT formazani agiga ¢i-
karmak icin 200 pl dimetil stlfoksit hicreler Gzerine
eklenerek calkalayici Gizerinde oda sicakliginda 30 dk
boyunca bekletildi ve 540 nm’deki 151k absorbansi spekt-
rofotometrik olarak 6l¢ildi. Hicre kiltirleri en az iki ba-
gimsiz deneyde her bir test materyali icin en az 12
kuyucuk kullanilacak sekilde materyal ekstraktlarina
maruz birakildi (n=24). Kontrol grubu érneklerinin hiicre
canlilik ortalamasi %100 canlilik olarak belirlendi ve
diger 6rneklerin ylzde canlhk oranlari bu degere gére
hesaplandi. Ortalama hiicre canllik oranlari arasindaki
farklilklar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile deger-
lendirildi. Post hoc karsilastirmalar icin Tukey’s HSD
testi kullanildi (¢.=0.05; SPSS 13.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, ABD).

BuLGULAR

iki boyutlu L929 hiicre kiiltiirii kullanilarak gerceklestiri-
len sitotoksisite testinin sonuclari Sekil 1’de gosterildi.
Dyract Seal, Fuji Triage ve UltraSeal XT Plus gruplarina
ait ortalama ylzde hicre canlilik oranlar sirasi ile
%31.80, %65.51 ve %88.69 idi (Resim 1). UltraSeal XT

Tablo 1. Calismada kullanilan materyaller, (retici firmalar, igerikleri ve lot numaralari

Materyal ve Uretici firma Materyal igerigi

Lot numarasi

Fuji Triage Cam iyonomer, allimina-floro-silikat cam, poliakrilik asit, damitilmis su, karboksilik asit 0704121
(GC Corporation, Tokyo, Japonya)
Dyract Seal Stronsiyum- allimina-floro-silikat cam, PENTA’nin amonyum tuzu, 0708002846
{Dentsply DeTrey, Konstanz, Aimanya) N,N-dimetilaminoetil metakrilat, karboksilik asit modifiye makro monomer,

florosilikat cam, Biltilhidroksitoluen, DGDMA, baslatic, inhibitdr
UltraSeal XT Plus Ditiretan dimetakrilat, Bis GMA, TEGDMA, UDMA B356D

(Ultradent Products Inc, South Jordan, UT, ABD)
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Sekil 1. Fissir értiictlere maruz kalan L929 hicrelerinin canlilik yizdeleri (n=24)

Plus ile negatif kontrol grubunun hticre canhlik oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml degildi
(p>0.05). Dolayisiyla, UltraSeal XT Plus, L929 hiicreleri
Uzerine belirgin olarak sitotoksik degildi.

Dyract Seal

Ultradent XT

Resim 1. Fisstir drttctlere maruz kalan L929 hiicreleri (x10)
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Ancak test edilen diger iki fisstr 6rticti materyal
(Dyract Seal ve Fuji Triage) ile negatif kontrol grubunun
hucre canlilik oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli idi (p<0.001). Dyract Seal ve Fuji Triage L929
hucreleri Gzerine sitotoksik etkiler gésterdi. Dyract Seal,
L929 hucreleri Uzerine en fazla sitotoksik etkiyi goste-
ren materyaldi. Dyract Seal, hem Fuji Triage (p<0.001),
hem de UltraSeal XT Plus’tan (p<0.001) daha sitotoksik
idi.

TARTISMA

Biyouyumluluk (veya doku uyumlulugu) bir materyalin
kendine 6zgu uygulamalari sonrasi, uygun konak doku
cevabi olusturabilme yetenegi seklinde tanimlanir.81°
Biyouyumlu bir materyalin tamamen inert olmasi sart
degildir. Uygun konak cevabi alinabiliyor olmasi ile bir
materyalin biyouyumlu olduguna karar verilir.'®1° Den-
tal materyallerin biyouyumlulugunun arastirilmasi ol-
dukca karmasik ve kapsamli bir alandir ciink ¢ok farkl
tiplerde istenmeyen doku cevabi gelisebilir. In vitro
hicre kiltura, hayvan ve insan deney diuzeneklerinde
dental materyallerin neden olabilecegi sistemik, lokal,
allerjik ve diger reaksiyonlar (mutajenite gibi) degerlen-

Fuji Triage
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diriimekte ve test edilen dental materyallerin biyou-
yumluluklari hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Gi-
venilir, tekrar edilebilir, test kosullari kontrol edilebilir,
basit ve kisa surede sonug veren bir ydntem olan in
vitro hicre kilturd sitotoksisite deneyleri biyouyumlulu-
gun arastiriimasinda siklikla kullaniimaktadir.'®2° Ancak
test prosedurleri, maruz kalma kosullari, biyolojik ug
noktalar veya kullanilan hiicre dizisi gibi deneysel pa-
rametreler dental materyallerin sitotoksisitesinin deger-
lendirilmesini etkileyebilmektedir.'®22 Bu calismada
hedef hicre olarak kullanilan L929 fare fibroblast hlcre
dizileri, dis hekimliginde kullanilan medikal gereclerin
testi icin uluslar arasi standartlar tarafindan énerilmekte
ve rutin tarama iglemlerinde uzun yillardir kullaniimak-
tadir.2324

Rezin icerikli restoratif materyaller isik ile sertlestiril-
dikten sonra iceriklerindeki monomerlerin timu polime-
rize olmamakta ve bir kisim polimerize olmamig artik
monomer polimerize rezin matriks icerisinde 6zellikle de
en distaki oksijen inhibisyon tabakasi icerisinde kalabil-
mektedir.#?225 Restorasyonlardan erken ddnemde sali-
nan yuksek miktardaki artik monomerden oksijen
inhibisyon tabakasinin sorumlu oldugu bildirilmistir.2
Erozyon, enzimlerin neden oldugu degredasyon ve
diger mekanizmalar ile rezin restoratif materyallerden
artik monomer salimi uzun bir stire daha devam edebil-
mektedir.2827 Pit ve fisslr értlcller cogu rezin icerikli
restoratif materyalden daha fazla rezin matriks ve daha
az doldurucu igerige sahiptirler. Ayrica fissur ortiictler
koruyucu amagla kullanildigi icin cogu zaman ayni anda
bircok dise birden uygulanmaktadir. Bu materyallerden
agiz ortamina salinan artik monomerler ciddi toksik et-
kiler gosterebilirler.27:28

Bu calismada test edilen Dyract Seal ve UltraSeal
XT Plus fissur ortiictler belli oranda rezin icermektedir-
ler. Bununda 6tesinde bu materyaller silindirik sekilli ste-
ril  standart teflon halkalar icerisinde sk ile
sertlestirildikleri sirada oksijen inhibisyon tabakasi olus-
mamasi i¢in herhangi bir dnlem alinmadi. Buna ragmen
rezin esasli bir fisstr 6rtlicti materyal olan UltraSeal XT
Plus, L929 fibroblast hiicre dizisi Gizerine belirgin sito-
toksik etki géstermedi. Yakin bir zaman énce Furche ve
ark.?” rezin esasli bes farkli fissir értiicinin sitotoksisi-
tesini XXT testi de@erlendirmigler ve UltraSeal XT
Plus’tan ciddi oranda triethyleneglycol-dimethacrylate
(TEGDMA) ve kamforokinon (CQ) gibi bilesenlerin sa-
indigini ancak test ettikleri fissir drtlicller arasinda en
az toksik materyallerden biri oldugunu bildirmislerdir.
TEGDMA monomerin memeli hiicreleri Gzerine sitotok-
sik ve genotoksik etkileri oldugu,?® CQ bilesiginin ise
insan gingival fibroblast hiicreleri Gzerinde sitotoksik et-
kiler gésterdigi, oksidatif strese neden oldugu ve DNA

Tiim haklan saklidir © 2014 Gazi Universitesi
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hasarina yol actig bildiriimistir.®® Ancak bir biyomater-
yalin toksisite potansiyelinin ortaya ¢ikmasinda tek bir
bilesenden ziyade bltun bilesenlerin birlikte gésterdikleri
sinerjistik etki belirleyici olmaktadir. Uretici firma Ultra-
Seal XT Plus’un birgok fissir ortlictiniin aksine bisfenol-
A icermedigini ve guvenilir bir materyal oldugunu iddia
etmektedir. Bisfenol-A veya bisfenol-A dimetakrilat gibi
monomerler ihtiva eden bazi fissur érticulerin éstrojenik
aktivite gosterebildikleri bildiriimigtir.3!

Bu calisma da test edilen kompomer-esasl fissur
Ortlict Dyract Seal'in biyouyumlulugu hakkinda yayin-
lanmis herhangi bir veriye ulasamadi. Bu ¢alismanin
sonuglarina gére Dyract Seal oldukgca sitotoksik bir ma-
teryaldir. Ayni Uretici firmanin poliasit modifiye kompo-
zit rezin esasli restoratif materyali Dyract AP’nin insan
pulpa fibroblast hiicreleri ve insan entotelyal hiicreleri
(ECV-304) uzerine sitotoksik oldugu bildirilmigtir.32:32
Ayrica Schweikl ve ark.3* Dyract AP’nin V79 fibroblast
hicreleri Uzerine sitotoksik ve mutajenik etkileri olabi-
lecegini bildirmiglerdir. Diger taraftan Chen ve ark.%®
Dyract AP’nin ¢ok az sitotoksik etkisi oldugunu bildir-
mislerdir. L929 fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik
etki gosteren diger test materyalimiz cam iyonomer
esasl Fuji Triage idi. Ancak Fuji Triage, Dyract Seal
kadar sitotoksik degildi. Bizim bulgularimizla benzer se-
kilde Selimovic-Dragas ve ark.%® Fuji Triage’nin osteob-
last benzeri hicreler (UMR-106) ve fare fibroblast
hicreleri (NIH(3)T(3)) Uzerine sitotoksik oldugunu
ancak test ettikleri rezin modifiye cam iyonomer siman-
lardan daha az sitotoksik oldugunu bildirmislerdir. Kan-
jevac ve ark.®*” ise Fuji Triage'nin salinan dusuk
miktardaki flor ile uyumlu olarak insan dental pulpasinin
kék hucreleri Uzerine ¢ok az bir sitotoksik etkisinin ol-
dugunu bildirmislerdir. Cam iyonomer simanlardan sa-
linan F-, AI®* ve Sr2* gibi iyonlarin konsantrasyonu bu
materyallerin toksik potansiyelini belirlemektedir.3”%8

Sonuc

Bu calismanin sonugclari fissur értiictlerden bazi toksik
ajanlarin salinabildigini gdstermistir. Biyouyumluluk,
diger restoratif materyaller icin oldugu gibi fissir &értticu-
ler icin de kritik bir 6zelliktir.

Cikar catismasi: Yazarlar bu ¢alismayla ilgili herhangi bir ¢ikar catis-
malarinin bulunmadigini bildirmislerdir.
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Fisstir értictilerin sitotoksisitesi
Cytotoxicity of fissure sealants in vitro

ABSTRACT

OBJECTIVE: This in vitro study aimed to evaluate the cyto-
toxicity of three different fissure sealant materials.

MATERIALS AND METHOD: Cylindrical-shaped (2x5 mm) fissure
sealant test samples were prepared according to the man-
ufacturers' directions (Fuji Triage, Dyract Seal, UltraSeal
XT Plus). L929 mouse fibroblast cells were plated in 96-
well plates, and maintained in an incubator at a mixture of
5% CO0,/95% air and at 37 °C for 24 h. The test samples
were immersed in Basal Medium Eagle (BME) with 10%
New Born Calf Serum and 5% penicillin/streptomycin. After
24 h, the incubation medium of the cells was replaced by
the medium in which the test samples were extracted.
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Cells that were not exposed to the material extracts were
used as control. After 24 h, cell viability was determined
by using MTT assay. The data were analyzed by One-Way
ANOVA and Tukey's HSD Post-hoc tests.

ResuLTs: Dyract Seal and Fuji Triage were significantly dif-
ferent from the control (p<0.05). UltraSeal XT Plus was sim-
ilar to the control (p>0.05). Dyract Seal presented the
greatest cytotoxic effect on the L929 cells.

Concrusion: The results of this study indicate that fissure
sealant materials can release toxic agents. Biocompatibil-
ity, like for other restorative materials, is an important as-
pect for fissure sealants.

Keyworps: Compomer; composite resin; cytotoxicity;
fissure sealant; glass ionomer
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