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1. GIRIS

Dis hekimliginde protetik tedavi, kaybedilen dis ve c¢evre
dokularinin yapay materyaller ile tamamlanmasi olarak tanimlanir. Dis

protezi, asagida dizelenen sorunlari gidermeyi amagclayan bir tedavi tarudur:

e Fonksiyonel: Beslenebilme ve ¢igneme fonksiyonunu saglamak,

e Fonetik: Gluzel ve anlasilabilir konusmayi saglamak,

o Kozmetik: Estetigi saglamak,

¢ Biyolojik: Dokularin devamliligini ve butunligunt korumak,

e Psikolojik: Dis kaybindan kaynaklanan psikolojik sorunlari ortadan

kaldirmaktir'.

Restorasyonlarin estetik, fonksiyonel, ekonomik ve dayanikl
olmalarinin yaninda kullanilan materyallerin canli dokularla biyolojik olarak
uyumlu olmalari da istenmektedir. Dis eksikligine bagh olarak kaybolan ya da
azalan fonetik ve fizyolojik gereksinimlerin karsilanmasi; disin biyomekanik
Ozellikleriyle uyumlu, estetik beklentilere cevap verebilecek yeterlilikte ve
canli dokulara toksik olmayan bir materyalin gelistiriimesi, dishekimliginde ¢ok

sayida ¢alismanin yapildigi genis bir alani olusturmaktadir.

GUnUmuzde, bir materyalin rutin klinik uygulamalara girebilmesi
icin, biyouyumluluk degerlendirmelerinin yapilmasi gerekliligi tartismasiz
olarak kabul edilmektedir®. llgili literatiirler incelendiginde, protez kaide
maddesi olarak kullanilan geleneksel akrilik rezinlerin biyouyumluluk
degerlendirmelerinin yapildigi cesitli arastirmalar bulunmaktadir***®7. Ancak
30 yildir protez kaide maddesi olarak kullanilan asetal rezinler ile ilgili
biyouyumluluk degerlendirmelerinin  son derece kisith oldugu dikkati
cekmektedir. Bu nedenle, arastirmamizda; rutin pratikte kullanilan; isi ile

polimerize olan akrilik rezin, kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ve
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asetal rezinlerin sitotoksisitelerinin in vitro hudcre kultirinde degerlendiriimesi

amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protez Kaide Maddeleri

Protez kaidesi, hareketli protezlerin yumusak dokular Uzerine

yerlesen ve yapay dis icermeyen bolumleridir.

2.1.1. Protez Kaide Maddelerinin Tarihsel Gelisimleri

Protez kaide maddelerinin tarihsel gelisimi o donemdeki
teknoloji ile paralellik gosterir. Tarihte dis kayiplarinin telafisi igin, her
donemin teknolojisine gore malzemelerin kullanildigr gorulir. Malzemeler,
zaman gectikce ve teknoloji ilerledikge gelisme gdstermistir®®°.

ilk protezler tahta, kemik ve fildisi gibi dogal materyaller
kullanilarak elde edilmigtir. DOkum ve igleme yontemlerinin gelismesiyle
birlikte altin, gimusg, aluminyum gibi metal ve metal alagimlarindan elde
edilen kaideler kullaniimaya baglanmigtir. 18. yuzyilin ikinci yarisinda
DeChemant ve DuChateau, porseleni protez kaide materyali olarak kullanima
sunmugslardir. Porselen protez kaide materyalleri tahta, kemik ve fildigi
kullanilarak  hazirlananlara  gbére  birgok  avantaj sergilese de,
manipulasyonlarinin zor olmasi ve kirilganliklari nedeniyle kullanimlari terk

edilmistir'®.

19. yuzyilin ikinci yarisindan itibaren protez kaidelerinin
yapiminda, vulkanize kauguk, polistiren, epoksi, polivinil akrilik, polikarbonat,
poliamid, naylon ve polimetil-metakrilat kullaniimaya baslanmistir'®™".

1839'da Dr. Charles Goodyear dogal kaugugu sulftrle
karigtirarak “Vulkanit” adi verilen vulkanize kaugugu bulmustur. Kolay

kaliplanip sekillendirilebilen bir termoplastik materyal olusu, tukdrukle
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reaksiyona girmemesi ve ¢Ozunmemesi, uzun yillar ¢igneme kuvvetlerine
dayanabilmesi gibi avantajlarina ragmen, koyu kahverengi ve opak olusu
nedeniyle estetik beklentileri karsilayamamistir. 1869 yilinda Vulkanit'e
alternatif olarak daha ucuz ve daha dogal bir renge sahip olan “Sellloid”
gelistiriimis ancak zamanla sekil degistirmesi, kotu kokusu ve renk
degistirmesi ylzuinden terkedilmistir. 1891°’e kadar Vulkanit, yaygin protez
kaide materyali olarak kullaniimistir'®13,

1910 yilindan 1950’ye kadar olan donem “Termoplastik Dénem”
olarak adlandirilabilir. Sonraki yillarda, polimer teknolojisi ilerlemis ve ¢apraz
bagli polimerler bulunmustur. YUuzyilin ilk otuz yilinda, ginimuzde de gesitli
alanlarda hala kullanilmakta olan yeni materyaller gelistiriimigtir. Bunlardan

bazilari polistiren, polivinil akrilik, poliamid ve epoksi rezindir'>">,

Akrilikler, 1937 yilinda Walter H. Wright tarafindan ilk kez
tanitilmistir'™ 6. Akrilik rezinlerin dis hekimligine girmesini takiben 1946’ya
kadar protez kaideleri buylk oranda bu materyallerden Uretiimeye

baslanmistir.

2.1.2. Protez Kaide Maddelerinde Aranan Ozellikler

Protez kaide maddelerinde aranan oOzellikler, fiziksel, mekanik,

kimyasal ve biyolojik olarak siniflandirilabilir:

e Fiziksel ozellikler:

Agiz dokularinin dogal yapisini taklit edebilmelidir.
AQiz ortamindaki 1s1 artiglarina kargi dayanikli olmalidir.

Kuvvet karsisinda sekli, hacmi ve boyutu degismemelidir.

AN

Hafif olmahdir.



5. Is1yi1 yeterli derecede iletebilmelidir.
6. Ideal olarak radyoopak olmalidir.

7. Renk degistirmemelidir.
e Mekanik ozellikler:

Esneme direnci yeterli olmahdir.
Basma direnci yeterli olmalidir.

Asinmaya direngli yuzey o6zellikleri gostermelidir.

A 0N =

Cigneme kuvvetleri altinda daimi deformasyon olusmamasi igin ylksek

elastisite modulune sahip olmalidir.

e Kimyasal 6zellikler:

1. Su emmemelidir.

2. Agiz sivilarinda ¢ozunarlukleri az olmahdir.

e Biyolojik ozellikler:

1. Polimerizasyon oncesi ve sonrasi, tum yapim asamalarinda teknisyene ve
hekime zarar vermemelidir.

2. Hastada irritasyon ve toksik etki yapmamalidir.

3. Bakteri ve mantar uremesine olanak saglamamalidir.

4. Lokal doku reaksiyonu ve allerjiye neden olmamalidir.

Ayrica, ideal bir kaide maddesi; ekonomik olmali, raf dmru yeterli

olmal, tamiri ve yapimi kolay olmali, protezin diger yapi elemanlarina

tutunmasi iyi olmalidir'13".



2.1.3. Protez Kaide Maddelerinin Siniflandirilmasi

Protez kaide maddeleri, polimer yapilari ve polimerizasyon

tipleri gibi kriterler g6z 6nuine alinarak farkli sekillerde siniflandirilabilirler:

Polimer yapisina gore:

Poliakrilik asit ester,

Polivinil ester,

Polistiren,

Polikarbonat,

Polistlfon,

Lastik modifiye polimetakrilik asit ester,

Polidimetakrilik asit ester,

© N o o bk~ 0D =

Poliasetal rezin/ Polioksimetilen (POM).
e Polimerizasyon Yolu ve Teknigine Gore:

1. Isi ile Polimerize Olan Akrilik Rezin;

1.1. Konvansiyonel Basincla Kaliplama Teknigi ile Polimerize Olan Rezin,
1.2. Enjeksiyon Kaliplama Teknigi ile Polimerize Olan Rezin.

2. Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akrilik Rezin;

2.1. Konvansiyonel Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akrilik Rezin,

2.2. Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akigkan Akrilik Rezin.

3. Isik ile Polimerize Olan Akrilik Rezin.

4. Mikrodalga ile Polimerize Olan Akrilik Rezin'"21718,



2.1.3.1. Isi ile Polimerize Olan Akrilik Rezin

2.1.3.1.1. Konvansiyonel Basincla Kaliplama Teknigi Kullanilarak Isi ile

Polimerize Olan Akrilik Rezin

GUnUmuzde protez kaide maddesi elde etmek igcin en sik
kullanilan yontemdir. Akrilik rezin hamurunun mufla igindeki protez bosluguna
yerlestirilip preslenmesi ve sicak suda polimerize edilmesi esasina dayanir.
Polimer/monomer orani hacimsel olarak 3/1°dir. Polimer ile monomerin fiziksel
reaksiyonu sirasinda islak kum asamasi, liflenme asamasi, hamurlasma-
calisma asamasi ve lastik asamasi olmak Uzere dort agsama mevcuttur.

Muflalama hamurlasma asamasinda yapilir'®.

Sicak su igerisinde polimerizasyon islemi ki sekilde

gergeklestirilebilir:

Hizli kaynatma isleminde muflalar preslendikten sonra brit ile
sikilir ve tamami suyun iginde kalacak sekilde soguk su dolu bir kaba
yerlegtirilir. 1s1 kaynagi uygun sekilde ayarlanarak kaynar suda en az 30 dk.
kalmasi saglanir. Sonra muflalar kendi suyu i¢inde ya da sudan ¢ikartilarak

sogumaya terk edilir.

Yavas kaynatma isleminde ise muflalar 65°C’de su igerisinde
sekiz saat, ya da 70°C’de yedi saat; sonra 100°C’de U¢ saat birakilmak

suretiyle polimerize edilir®®.

Konvansiyonel basingla kaliplama teknigi kullanilarak 1si ile
polimerize olan rezinlerin avantajlari; estetik uyumu, maliyetin dusuk olmasi,
yapiminin, tesviye ve cilalama iglemlerinin kolay olmasidir. Dezavantajlari ise;

darbe dayaniklihginin ve bikulme dayanikhliginin disuk olmasi, lokal doku



reaksiyonuna ve alerjik reaksiyonlara neden olabilmesi gseklinde

siralanabilir’®.

2.1.3.1.2. Enjeksiyonla Kaliplama Teknigi Kullanilarak Isi ile Polimerize Olan
Akrilik Rezin

Bu teknikte akrilik hamuru islem boyunca devam eden 6
atmosferlik hava basinci altinda 6zel mufla icerisindeki protez bosluguna
enjeksiyon teknigiyle gonderilerek 1s1 ile polimerize edilmektedir.
Polimerizasyon buzulmesinin tamamen ortadan kaldirilarak doku uyumunun
mukemmel oldugu protezler yapilmasi prensibini esas alan bu sistemde
mekanizma surekli ve sabit basingla ilave rezinin daima hazirda bulunmasi

seklindedir.

Akrilik rezin dozu ayarlanmigs 0Ozel kutusu igerisinde
bulunmaktadir. Boylece hatali dozaj s6z konusu olmaz. Karigim el ile degil,
vibrator araciligilyla yapilir. Bu sayede daha homojen bir yapi elde edilir.
Ayrica materyalin kirlenmesi ve herhangi bir deri irritasyonu da onlenmis

olur'.

Enjeksiyonla kaliplama teknigi kullanilarak s ile polimerize olan
akrilik rezinlerin avantajlari; prova kapanisinin yapilmamasi, daha homojen
bir yapiya sahip kaide plaklarinin elde edilmesi, protezin dokulara uyumunun
iyi olmasi, pordzitenin hemen hi¢ gériilmemesi olarak siralanabilir’®'". Ozel
muflalar, yardimci enjeksiyon ekipmani gibi 6zel araglar gerektirmesi, pahall
olmasi, catlak olusumu ve akma direncinin dusuk olmasi

dezavantajlaridir'®?'.



2.1.3.2. Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akrilik Rezin

2.1.3.2.1. Konvansiyonel Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akrilik Rezin

Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinler digaridan isi
uygulanmadan oda isisinda polimerize olabilen kaide maddeleridir. Genellikle
soguk akrilik, kendi kendine sertlesen akrilik, otopolimerizan rezin ya da tamir
akriligi olarak adlandinlirlar. Diger polimerize olan rezinlerden farki,
polimerizasyonu baslatici ajan olan benzoil peroksitin pargalanarak serbest
radikaller olusturmasi olayinin, 1s1 yerine kimyasal bir aktivatorle
saglanmasidir’'. Cogu durumda, kimyasal aktivasyon monomer icerisine
dimetil-para-toluidin gibi bir tersiyer amin ilavesi ile saglanir. Sulfirik asit veya
bu asidin daha stabil olan tuzlari da bu amagcla kullanilmaktadir'’%2.

Konvansiyonel kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinin
avantajlari; laboratuar islemlerinin daha basit ve kisa olmasi,
polimerizasyonun hizli gergeklesmesidir. Yapay dislerle olan baglanti

zayifligi, arttk monomer oraninin yiksek olmasi ise dezavantajlaridir.

2.1.3.2.2. Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akiskan Akrilik Rezin

Karistirildiginda duguk viskoziteye sahip, dokulebilir 6zellikte
kimyasal olarak polimerize olan rezinlerdir. Bu tip rezinlerin polimerleri ince
ve duzenli taneciklere sahiptir. Yiksek monomer / polimer orani kullanilarak
¢ok akigkan kivamda karistirilirlar. Karigtirma ve dokme asamasinda gereksiz
viskozite artisini dnlemek icin yuksek molekul agirlikli polimer icerirler’’. Bu
teknikte protezin modelasyonu yapildiktan sonra 6zel bir muflaya yerlestirilir.
Kalip materyali olarak al¢i yerine hidrokolloid kullanilir. Hidrokolloidin
jellesmesinden sonra model ve Uzerinde digler olan kaide plagi ¢ikarilir. Daha

sonra digler ve ayirici ortam ile kaplanmisg olan model muflaya yerlestirilir.



Akiskan rezin mufla deliklerinden mufla icine akitilir. Mufla, rezin sertlesene

kadar oda sicakliginda basingli bir b6imede tutulur.

Akiskan rezin tekniginin avantajlari;; daha iyi doku uyumu,
dislerde ve kaidede daha az hasar olusmasi, daha az malzeme sarfi ve
muflalama iglemlerinin daha basit olmasidir. Dezavantajlari ise; hava
kabarciklarinin olusmasi, muflalama sirasinda diglerin kaymasi, akrilik rezin

dislerin kaideye iyi baglanamamasi ve islemlerin hassasiyet gerektirmesidir®.

Kimyasal olarak polimerize olan bazi akiskan rezinler enjeksiyon
teknigi ile kaliplanarak da sekillendirilebilirler. Bunlar i¢in 6zel bir duzenek ve

arag gerekmektedir®'.

2.1.3.3. Isik ile Polimerize Olan Akrilik Rezin

Goruandr 1sikla aktive edilen rezinler uzun vyillardan beri dis
hekimliginde kullaniimaktadir. YUksek bir dirence sahip olan isikla polimerize
akrilik rezinlerin boyutsal stabilitesi ve doku adaptasyonu son derece iyi, renk

stabilizasyonlari yiiksek ve maniplasyonlari kolaydir®®.

Gunumuzde gorunur 1sikla sertlesen en geliskin protez kaide
materyali TRIAD-VLC’dir. Bu materyal, Uretan dimetakrilat matriks, akrilik
kopolimer, kiuguk silika doldurucular ile kamforokinon amin fotoinitatorinu
icermektedir. Polimerizasyon, sisteme 6zgu bir kirleme Unitesi ile saglanir.
Isik kaynagina Uniform bir sekilde maruz kalmasi igin protez Unitedeki tabla
uzerine yerlestirilerek rotasyon yaptirilir ve yuksek yogunlukta kuartz halojen

lambalari ile Uretilen 400-500 nm dalga boyundaki mavi isikla saglanir®.

Gorandr 1sikla polimerize olan rezinlerin avantajlari; muflalama,

mum eritme ve presleme islemlerinin ortadan kalkmasi sonucu yapim
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asamalarinin kolay, calisma suresinin kisa olmasi; doku uyumlarinin iyi,
toksik ve alerjik reaksiyon olusturmamalaridir. Diger akrilik rezinler ile
baglantisi 1s1 ile polimerize olan akrilik rezinler kadar iyi olmamasi,
polimerizasyon asamasinda basin¢ uygulanmadigindan polimerizasyon
buzulmesi gozlenebilmesi, polimerizasyon sirasinda mikro porozite ve hava

kabarcigi olusma olasiligi dezavantajlardir.

2.1.3.4. Mikrodalga ile Polimerize Olan Akrilik Rezin

Mikrodalga ile polimerize olan akrilik rezinler, icerisindeki MMA
molekullerinin 2450 MHz frekansta, elektromagnetik bir alanda saniyede 5
milyar kez donme hareketini saglayarak ¢ok sayida kutuplagsmis molekullerin
olusumunu gergeklestirirler. Sonugta, molekuler surtinmeden 1sI meydana

gelir ve olusan 1s1 monomerin polimerizasyonunu saglar®>?*.

Mikrodalga ile polimerizasyon ydnteminde, karbon fiber ile
glglendirilmis plastik muflalar ve bunlari sabitlemek igin 6zel olarak

hazirlanmig metalik olmayan polikarbon sikistirma vidalari kullanilr.

Mikrodalga ile polimerize olan akrilik rezinlerin avantajlari;
zaman tasarrufu, laboratuarda daha temiz bir ¢calisma ortaminin saglanmasi,
polimerizasyon buzulmesinin ve boyutsal degisikligin distik olmasi, protez
kaidesinin algiya olan adaptasyonunun artmasi, muflanin kenari ile orta kismi
arasinda 1s1 farkinin olmamasi, renk sabitligi, yuzey duzginlugu ve artik
monomer miktarinin diisiik seviyelerde olmasi olarak siralanabilir'’?>2%2°,
Dezavantajlari ise; 6zel mufla ve akrilik rezin ile mikrodalga firinina ihtiyag
olmasi, maliyetin fazla olmasi ve birka¢ protez yapimindan sonra muflalarda

bozulma gériilmesidir'®2°.
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2.2. Polimerler

Monomer, birbirine kovalent baglarla baglanarak daha buyuk
molekuller olusturabilen kucuk bir molekulddr. Polimer ise birden c¢ok
monomerin birbirine kovalent baglarla baglanmasi sonucu olugsan buyuk
molekuldur. Polimer kelimesinin kokunu inceledigimizde, poly ¢ok anlamina
gelir ve meros kuguk parca demektir. Orta buyuklikte olusan molekullere
oligomer adi verilir. Bu molekullerin molekul agirliklari araligi da oldukga
genistir. Yapilari, sonsuz sayida konformasyon ve konfigirasyona sahip

olabilir.

Materyale polimer denilebilmesi i¢in tekrarlayan monomerlerin
sayisinin en az 100 olmasi gerekmektedir. Bu sayi igin Ust sinir yoktur ve
sonsuza kadar devam edebilmektedir. Cok sayida monomerin olusturdugu
uzun polimer molekulu bir zincire benzedigi igin, polimer zinciri olarak da
adlandirilir. Polimeri olusturan monomerler ayni kimyasal yapiya sahip
olabilecegi gibi, kimyasal formuli farkh monomerleri de birbirine baglayarak
polimer zincirini yaratmak mumkundur. Tek tip monomerden olusan polimere
homopolimer adi verilirken, farkli monomerlerin olusturdugu polimer zincirine
kopolimer denir. Tekrar eden birim molekull genellikle monomerin aynisi ya

da cok benzeridir'* 31219,

2.2.1. Polimerlerin Uzaysal Yapisi

Polimerlerin (ic temel uzaysal yapisi bulunur (Sekil 1)'%":

a. Dogrusal Polimer (Linear),
b. Dallanmis Polimer (Branched),

c. Capraz Baglantili Polimer (Cross-linked).
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N Dogrusal polimer

Y{%ﬁ\ Dallanmig polimer

Capraz baglantili polimer

N

Sekil 1: Polimerlerin uzaysal yapisi.

Dogrusal ve dallanmig polimerlerde, monomerler birbirlerine
zay|f, fiziksel baglarla baglanirlar. Ortam isitildiginda bu baglar kirilir, zincirler
birbirleri Uzerinde kayar hale gelir ve materyal yumusar. Soguma ile baglar
tekrar olusur, eski halini alir ve sertlesme meydana gelir. Olayda kimyasal bir
degisim sozkonusu degildir. Bu tip polimerlere “Termoplastik Polimerler”
denir. Polistiren, polivinil akrilikler, PMMA bu gruba 6rnek olarak verilebilirler.

Capraz baglantili polimerlerde, ag vyapisi kovalent bagl
atomlardan olusurken, esas baglantilar zincirler arasindadir. Bunun
sonucunda polimer tek makromolekul seklinde ortaya ¢ikar. Capraz baglantili
polimerlerde, i1sitma sonucu zincirlerin birbiri Uzerinden kaymasi olayi
meydana gelmez. Bu ylzden isitmayla yumusamazlar ve “Termoset
Polimerler” olarak adlandirilirlar. Silikonlar, cis-poliisopren, bisfenol A-diakrilat

ve gapraz baglantili PMMA bu gruba érnek olarak verilebilirler'*"",
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2.2.2. Polimerlerin Siniflandiriimasi

Polimerler;
2.2.2.1. Termoplastik Polimerler,
2.2.2.2. Termoset Polimerler,

2.2.2.3. Elastomerik Polimerler olarak u¢ gruba ayrilirlar (Tablo 1).

Tablo 1: Polimerlerin Siniflandiriimasi®®.

Termoset Polimerler Elastomerik Polimerler | Termoplastik Polimerler
Aminoplastikler Btil Asetal
Ure ve melamin regineleri Noepren Akrilik (PMMA)
Poliester Nitril Selulozikler
Fenolik Stiren butadien Polietilen
Epoksi Silikon Naylon (poliamid)
Diallil ftalat Polikarbonat
Alkid Polisilfon
Polidretan

2.2.2.1. Termoplastik Polimerler

Isi ve basing altinda yumusayip akan, bu durumda herhangi bir
sekil alabilen, sogutuldugunda sertlesebilen ve katilasan plastiklerdir. IsI ve
basing altinda materyale defalarca degisik sekiller vermek mumkundur.
Termoplastik polimerler sekil degistirme sirasinda hicbir kimyasal degisiklige

11,15,28

ugramazlar ve uygun g¢ozuculerde ¢ozunebilirler . Cizgisel ve dallara
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ayriilmis molekuller ayridir, fakat birbirlerine zayif fiziksel baglarla baglanir. Isi
karsisinda, zayif baglar kirilir ve zincirlerin birbirleri Uzerinde kayma yetenegi
materyalin yumusamasi ile sonuglanir. Soguma sirasinda baglar tekrar olusur
ve sertlesme gerceklesir. Bdyle polimerler "Termoplastik" olarak
adlandirilir’™?2%3% Termoplastik grubunu iceren plastikler polivinil akrilikler,
naylon, polistiren, polietilen, karbonfloriir, seliilozikler ve vinillerdir'®282930,
Protez kaide materyali olarak kullandigimiz akrilik rezinler ve asetal rezinler

de bu gruba érnektir'®%2.

2.2.2.2. Elastomerik Polimerler

Esnek ve elastik olan materyallerdir. Cekme ile polimer zincirleri
birbirleri Uzerinde kayar ve ylksek oranda uzama gosterirlerken, kuvvet
kalktigi zaman polimer zincirlerindeki az sayida gapraz bagdan dolay! hizla ilk

molekiiler pozisyonlarini alirlar'®?,

2.2.2.3. Termoset Polimerler

Kimyasal bir reaksiyon sonucu meydana gelen, bir kez isI ve
basing altinda sekillendirildikten sonra, tekrar sekillendirilemeyen plastiklerdir.
Isi ve basing isleminden sonra kati, sert ve plastik olmayan bir madde elde
edilir ve polimerizasyondan sonra ilk yapidan kimyasal olarak farkli bir yapi
meydana gelir. Termosetler, Polikondenzasyon Polimerizasyonu ile elde
edilirler ve genellikle gapraz bagh yapiya sahiptirler. Cozunemezler, suda

erimezler ve yanici degillerdir'"?%

. Capraz baglanti atomlarinin kovalent
baglarla baglanmasi, zincirler arasinda primer baglarin olusmasini sadlar.
Isinma ile zincirlerde kayma olmaz ve c¢apraz baglantili polimerler isiyla
yumusamazlar. Fenolformaldehit ve vulkanit, ¢apraz baglantii PMMA ve

silikonlar bu gruba érnektir'"1822,
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2.3. Polimerizasyon

Kimyasal olarak bir ana molekulun tekrarlanmasiyla olusan,
zincir yapi gosteren polimerler, tek bir monomer molekulinun birbirini tekrar
etmesi ve birbirine baglanmasi sonucunda olusan buyuk molekul yapisindaki
materyallerdir. Monomerlerin birbirleriyle baglanarak polimer olusturdugu

kimyasal reaksiyona polimerizasyon adi verilir'’.

2.3.1. Polimerizasyon Tipleri

Polimer biliminin gelismesi sirasinda bilimsel olarak tercih edilen
iki tip siniflama sistemi olusmustur.
e Polimerizasyon polimer yapisina gore;

1. Yogunlagma (Kondenzasyon) Polimerizasyonu,

2. Katilma Polimerizasyonu,

e Polimerizasyon reaksiyon mekanizmasina gore;

1. Basamak- Buyume Polimerizasyonu,

2. Zincir- Buyume Polimerizasyonu olarak siniflandirilir.

2.3.1.1. Yogunlasma (Kondenzasyon) Polimerizasyonu

Bu polimerizasyon, iki veya daha fazla sayidaki basit molekul
arasinda meydana gelen kimyasal reaksiyonla ayni mekanizma ile tekrarlanir.
Ana molekullerin reaksiyonu sonucunda su, alkol, amonyak ve halojen
asitleri gibi kuguk molekulli yan Urunler meydana getirmesinden dolayi
katiilma polimerizasyonu reaksiyonundan farkhlik gosterir. Bu ydntemde
polimerizasyon islemi kondenzasyon reaksiyonlari Uzerinden ilerleyip

polimerin molekul agirligi surekli artarak polimerizasyonun sonunda ¢ok
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yiksek degerlere ulasir. ki monomer molekiilii birleserek “dimer” olusur,
buna bir monomer ilavesiyle “trimer” ve bir monomer molekulli daha ilave
edilerek “tetramer” olusur. Reaksiyon bdyle devam ederek birbirlerine ilave
edilip zincir buyutulur. Kondenzasyon yontemi ile polimer olusturulmasi son
derece yavas bir islem olup, molekuller dev bir boyuta ulaginca hareketlilik ve
sayllarinin azalmasindan dolayi yavas yavas islem durur. Amid, Uretan, ester
veya sulfid gibi fonksiyonel gruplara baglanan polimerler, bir ara Urln

olusturmamasina ragmen kondenzasyon polimerleri sinifina girmektedir'"'®.

2.3.1.2. Katilma Polimerizasyonu

Bu polimerizasyon tipinde, iki molekll birleserek daha buyuk
uclncld molekldl olusturur. Katilma polimerizasyonu, monomerle tekrar
polimerize olabilecek reaktif gruplarin olusmasi ile karakterizedir'®'°. Baslatici
olarak adlandirilan reaktif grup, iyonik veya serbest koklu olabilir. Dis
hekimligi uygulamalarinda kullanilan rezinlerin buyuk g¢ogunlugu serbest
koklerin agiga ¢iktigi yontemle Uretilmektedirler. Bu serbest koklerden biri
monomer molekulu ile reaksiyona girer ve yeni bir serbest kok olugsmasini
saglar. Bu diger bir monomer molekulune yapisir ve zincir reaksiyon boyle
devam eder. Basit bir olay olmasina ragmen kontroliU son derece gugtur.
Reaksiyonlar ekzotermiktir ve bliyiik miktarda isi agiga cikar'®?2.

Akrilik rezinler, metil metakrilat monomerlerinin “Serbest Radikal
Katilma Polimerizasyonu” ile polimerize olurlar. Katilma Polimerizasyonu’nda
monomer molekulleri, cok kisa bir sure igerisinde birbirlerine eklenerek zincir
olusturur’’. Bu polimerizasyon ydntemi serbest radikallerin olusumuna
baglidir. Paylasilmamis elektron iceren bir serbest radikal monomerle

reaksiyona girerek zincir blyiimesini baslatir’®. Katiima polimerizasyonu
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aktivasyon, baslama, buyime ve sonlanma asamasi olmak Uzere dort

asamada gerceklesir:

a) Aktivasyon Asamasi:

Baglatici ajan 1sI ile, kimyasal yolla veya igikla aktive edilir.
PMMA'da bu olay benzoil peroksidin isi etkisiyle ayrisarak serbest kokler
olusturmasi ile gerceklesir. Kimyasal yolla aktive olan akrilik rezinlerde ise
ayni olay muflanin kaynatilmasi ile olusan isi yerine dimetil-para-toluidin ya

da dihidroksietil-para-toluidin gibi katalizorler yardimiyla gergeklesir.

b) Baslama Asamasi:

Bu asama, basglaticilarin bozunmasini ve serbest radikallerin
(paylasilmamis elektronu bulunan kimyasal gruplar) olusmasini igerir. Protez
kaidelerinin  yapiminda kullanilan  akrilik  rezinlerin  polimerizasyon
yontemlerindeki farkliliklar, serbest radikallerin olusmasi igin kullanilan
enerjinin de farkli olmasina neden olur'®'®. Isi ile polimerize olan rezinlerde
polimerizasyon reaksiyonu isi ile baglatilir. Kimyasal olarak polimerize olan
akrilik rezin sistemlerinde ise serbest radikaller genellikle benzoil peroksit ve
tersiyer aromatik aminin reaksiyonuyla olusturulur'®3. Isikla aktive olan rezin
sistemleri ise mavi-mor bolgedeki 1s1ga maruz kaldiginda, serbest radikaller
olusur. Polimerlesme icin UV, X ve gama isinlarn gibi iyonize isinlar

kullanilabilir'® '8,

C) Buylume Asamasi:

Bu asama, monomerlerin aktif merkeze katilmasiyla polimer

zincirinin buyddugl asamadir. Olusan serbest kokler tekrar monomerlerle
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reaksiyona girerek yeni serbest kokler olusturur. Bu sekilde bir zincirleme

reaksiyon baglar ve monomerler hizla polimere donugur.

d) Sonlanma Asamasi:

Sonlanma asamasi, birlesme veya orantisiz sonlanmayla
gercgeklesebilir. Buyume reaksiyonunun yapi igindeki monomer molekulleri

bitinceye kadar devam etmesi beklenir?®’.

Serbest radikallerce baslatilan bir polimerizasyon inhibisyon ve
geciktiriimeye de maruz kalir. Geciktirici olarak davranabilen maddeler diger
radikallerle reaksiyona girebilecek kararli radikaller igerirken, monomerlerle
reaksiyona giremezler. inhibitérler ise normal orandaki polimerizasyonlari
takip eden induksiyon periyoduna neden olan kimyasal maddelerdir. Hem
inhibitorler hem de geciktiriciler baglatici radikallerle reaksiyona girerler;
ancak inhibitorler daha hizli, geciktiriciler ise daha yavas reaksiyon verir.
Sonug¢ olarak inhibitérler hizli bir sekilde tim radikalleri tuketirlerken,
geciktiriciler sadece bazilarini tuketirler ve digerlerinin zincir buyumesini
baglatmalarina izin verirler. Hidrokinon yuksek konsantrasyonlarda ¢ok etkili
bir inhibitérdur. Ancak dusik konsantrasyonlarda sadece geciktirici olarak
davranir. Oksijen de serbest radikal katilma polimerizasyonunda énemli bir rol
oynar™>".

Yapi icindeki monomer molekulleri polimere donusunceye kadar
bu zincirleme reaksiyon devam eder. Ancak yapi iginde bir miktar monomer
daima kalir ve buna “artik monomer” denir. Gergekte polimerizasyon hig
bitmeyen bir suUrectir. Ancak pratikte, polimer zincirinin bitimine neden olan
reaksiyonlar ilave reaksiyonu engelleyebilir. Bu reaksiyonlar olu polimer

zincirleri olusturur, ilave reaksiyona ugramazlar''"?’,
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2.4. Asetal Rezin

Asetal rezin (POM), Clark, Scott, Brew ve Ward tarafindan
kesfedilip, Japon muhendisler tarafindan gelistiriimis sentetik  bir
materyaldir>. 1960  vyillarindan itbaren  mihendislik  alaninda
kullanilmaktadir®®>**3°, Asetal rezin mekanik olarak iyi dengelenmis bir plastik
tiridir. Homopolimer veya kopolimer olarak dretiimektedir*®. Tip alaninda
implant materyali olarak kullaniimistir®’. Doku uyumunun iyi olmasi ve alerjik
potansiyelinin az olmasi nedeniyle 0ozellikle kalp kapakgigr ve kalca
ekleminde protez uygulamalari ile ilgili in vivo calismalar yapilmistir®®3%4°,
Asetal rezinlerin dis hekimliginde kullanimi, daha c¢ok hareketli bolumli
protezlerde estetik agidan yeterli olmayan metal kroselerin yerine alternatif
olarak disinilmesiyle yayginlasmistir. ilk olarak Italya’da 1986 yilinda
bolimlu protezlerde estetik krose olarak kullanilan asetal rezinlerin
uygulanmasi, daha sonralari Avrupa ve diger Ulkelerde artarak devam

etmistir®.
Dis hekimliginde asetal rezinin iki tipi kullaniimaktadir:

1. Sert tip,
2. Yumusak tip.

Sert tip asetal rezin, protezlerde beyaz ve pembe olarak iki farkli
renkte kullaniimaktadir. Beyaz asetal rezinin 20, pembe asetal rezinin ise 6
degisik renk tonu islenebilmektedir. Yumusak tip asetal rezin daha cok

ortodontik konumlandirici olarak degerlendirilmektedir*®**,

2.4.1. Asetal Rezinin Avantaijlari

e Ozgll agirhgr disuktir.
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e Mukoza ile uyumludur.

o Elektrigi iletmedigi icin agizda galvanik akim olusturmaz.

e Isiya kargsi direnglidir.

e Ozellikle st genede torus palatinusun cok belirgin oldugu vakalarda
elastikiyeti ve kinlmaya direnci nedeniyle protez kaidesi olarak
kullanilabilir.

e Destek dis rengiyle uyumludur®®3°38,

2.4.2. Asetal Rezinin Dezavantajlari

e Guclu asitlere karsi direngsizdir.
e Protez temizleme tabletleri kullanilmasi uygun dedgildir.
e Urlin gesitliligi azdir.

e Diger materyallerle kimyasal baglanma 6zelligi yoktur 3%,

2.4.3. Asetal Rezinin Dishekimliginde Kullanim Alanlari

2.4.3.1. Estetik Kroseler

BolumlUu protezlerde estetigi onemli Olgude etkileyen unsur,
kisinin gulumsemesi ve konugsmasi sirasinda 6n bolgede konumlanan metal
krogelerin gorunmesidir ve bu da hastalarin proteze adaptasyonunu olumsuz
yonde etkilemektedir. Ozellikle asetal rezinin renginin destek dis rengine

benzerlik gostermesi krose materyali olarak tercih edilmesine neden olmustur
33,42,43,44
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2.4.3.2. Postlar

Endodontik tedavi gormiUs ve kron boyu kisalmis, asiri doku
kaybi olan diglerde post-kor uygulamasi vyapilabilir. Basma ve c¢ekme
dayanikhgl sayesinde c¢ok koklu dislerde uygulanabilmektedir. Ayrica 1si

iletkenliginin olmamasi ve hafif olmasi asetal rezin postlarin avantajlaridir®’.

2.4.3.3. Hareketli Bolumli ve Tam Protezler

Asinmaya kargl direncgli olmasi, iyi cilalanabilmesi, alerjik ve
toksik etkisinin olmamasi, hafif olmasi nedeniyle daimi hareketli bolumlu ve

tam protezlerde kaide maddesi olarak kullanilabilmektedir®.

2.4.3.4. implantoloji

implantoloji cerrahisi sonrasi uzun sireli iyilesme periyodunda
asetal rezin ile yapilacak gegici protez ile uzun sureli bekleme surecinde
komsu ve antogonist diglerin yer degistirmesi engellenir, estetik ve fonksiyon
sadlanir, ayrica protez altindaki dokular korunur’’. Bu materyal ile
gergeklestiriimis implant Ust yapilari komgsu yumusak doku Uzerinde olusacak
metal yansimasini ve doku harabiyetini onleyerek hijyenik ve estetik

problemleri ortadan kaldirir®.

2.4.3.5. Ortodontik Apareyler

Asetal rezinin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri ortodontik
apereylerin yapimina imkan verir. Ortodontik apereylerde asetal rezinin

elastik 6zellikleri nedeniyle basarili sonuglar elde edilebilmektedir’®.
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2.4.3.6. Pekistirme Apereyleri

Asetal rezin ile hazirlanan pekistirme apereylerinde fonksiyon ve
estetik ideal bir kombinasyonda olugabilmektedir. Materyalin hassashqgi,
elastisitesi ve kirilganliga kargi yuksek direnci nedeniyle apereyin kuguk
boyutta hazirlanmasi daha estetik sonuglar vermektedir. Geleneksel
pekistiricilerle karsilastirildiginda hastanin dis rengine uygun yapilan aperey,
kullanicinin apereye kargi psikolojik uyumunu c¢abuklastirir. Asetal rezinin
elastisitesi sayesinde dnceden planlanmis kuguk dis hareketlerinin kolaylikla

saglanabilecegi ifade edilmistir®®.
2.5. Biyouyumluluk

Biyolojik uyum, canli dokularla temasta olan herhangi bir
malzemenin, sistemik ve lokal toksisite, alerjik, mutajenik, karsinojenik etki
yapmamasli, vucudun yumusak ve sert dokularinda doku reaksiyonu
olusturmamasi olarak ifade edilir***°.

Biyouyumluluk, bulundugu ortamla karsilikli etkilesime giren
materyalin bir 06zelligidir. Alinan biyolojik cevap, hastaya, materyalin

uygulanigsina ya da uygulanan materyale gore degisebilir.

Biyolojik uyum igin; materyalin kimyasal yapisi, restorasyonun
tasarimi, elde edilme yontemleri, mekanik Ozellikleri, doku temasinin sekli,
yeri ve dokunun 6zellikleri gibi pek ¢ok faktérin bir arada uyum iginde olmasi
gerekmektedir. Biyolojik uyumu olmayan materyaller, degisik doku

reaksiyonlarina neden olurlar**4>4647,
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2.5.1. Biyolojik test yontemlerinin siniflandiriimasi:

Bir materyalin biyouyumlulugun ol¢iimesi igin

kullanilan

yontemler hizla gelismektedir. Biyouyumluluk testleri, FDI, ISO ve ADA

tarafindan siniflandiriimistir*®49°0-515253(Tgpjg 2),

Tablo 2: Biyolojik test yontemlerinin siniflandirilmasi.

Onciil Testler

ikincil testler

Kullanim Testleri

a) LD50 agiz ici test,
b) LD10 karin igi test,
c) Soluma testi,

d) Hemolizis testi,

e) Ames testi,

f) Styles testi,

g) Dominant letal test,

h) Sitotoksisite testi.

a) Kemik implantasyon testi,

b) Oral mukoza membran
testi,

c) Sensitizasyon testi,

d) Subkutandz implantasyon
testi.

a) Restoratif malzemeler
icin pulpa ve dentin testi,

b) Kuafaj ve pulpatomi
malzemeleri testi,

¢) Endodontik malzeme
testi,

d) Kemik i¢i implant
malzemesi testi.

2.5.1.1. Onciil Testler:

Bu testler deneysel olarak kontrol edilebilir, tekrarlanabilir ve

ekonomiktir; hayvan ve insan galismalarinin etik sorunlarini elimine ederler.
Bu testler dis hekimliginde kullanilan materyallerin agiz icine yerlegtirildikleri

kisa donemde sergiledikleri
15,45,48,54

toksik etkilerinin goOsterilmesine yardimci

olurlar
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a) LD50 Agdiz ici Test: Deney hayvanlarinda, agirliklarinin her kilogrami igin

belirli bir oran esas alinarak denek grubunun %50' sinin 6limuine neden olan

dozun belirlenmesi i¢in malzemenin oral olarak uygulandigi test yontemidir.

b) LD10 Karin ici Test: Agiz ici test ydnteminde kullanilan yéntem, karin ici

enjeksiyonu olarak kullanilir.

c) Soluma Testi: Gaz halindeki maddelerin soluma yoluyla deney

hayvanlarina verilmesi ile toksisite degerlerinin belirlendigi test yontemidir.

d) Hemolizis Testi: Test edilen malzemenin kanda olusturdugu hemoliz

degerleri ile bir akut toksisite indeksinin olusturuldugu test yontemidir.

e) Ames Testi: “Salmonella Typhium” bakterilerinin kultarleri kullanilarak
yurUtilen bu test yonteminde hicrelerdeki mutasyon farkhliklari gézlenerek

malzemenin mutajenik etkisi belirlenir.

f) Styles Testi: Ames testinin “Fibroblast hicre kultarleri” kullanilarak
uygulanan seklidir.

g) Dominant Letal Test: Deney hayvanlari ile ylrutilen bu test yonteminde,

toksik oldugu dustnulen malzemenin Greme Uzerine etkisi arastirilir.

h) Sitotoksisite Testleri: Test malzemesinin uygun hicre kulttrlerindeki hlcre

buyume orani ve morfolojik ozellikleri Gzerine etkisinin negatif ve pozitif

kontrol gruplari kullanilarak degerlendirildigi yontemdir'>>"°2,

Sitotoksisite testleri genellikle malzemelerin;

e Hucre sayisi veya buyumesi,

e Hicre membran batunlaga,
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¢ Biyosentez veya enzim aktivitesi,

e Hucre genetik malzemesi Uzerindeki etkilerini Olger.

Sitotoksisite testlerinin avantajlari**:

1. Diger metabolik olaylardan farkl olarak hicre metabolizmasinda 6zel bir
fonksiyonun degerlendirilmesi,

2. Cok sayida Ornegin kisa zamanda ve ekonomik olarak
degerlendirilebilmesi,

3. Kantitatif sonuglara ulasilabilmesi,

4. Kullanim  testlerine  oranla toksik maddenin daha hassas
degerlendirilebilmesi,

5. Test yontemlerinin standardize edilebilmesidir.

Sitotoksisite testlerinin dezavantajlari**°*;

1. Her test icin bir tr hiicre kullaniimasi,

2. Kultdr hucrelerinin konak hucrelerinden farkli olmasi,

3. Kultir ortaminda iltahap ve diger doku koruyucu mekanizmalarin

olmamasidir.

Tum sitotoksisite testlerinde, test sisteminin toksik olmayan,

steril ve tekrarlanabilir olmasi onemlidir.
2.5.1.2. Ikincil Testler:

Alinan biyolojik cevap in vitro testlere oranla daha kapsamhdir.
Bununla beraber, hayvan testlerinde degiskenlerin kontroli genellikle zordur.
Bu testler zaman alici ve pahalidir. Ayrica uygulayici i¢in diger bir faktor de

hayvan tirlerinin insanlardaki cevabi ayni sekilde vermemesidir*®>**°.
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a) Kemik implantasyon Testi: Standart bir yontem olmamakla birlikte

malzemenin kemik icine implantasyonu sonrasinda olusacak reaksiyonlarin

degerlendirildigi yontemdir.

b) Adiz Mukozasi Membran Testi: Deney hayvanlarinin palatinal ya da yanak

mukozasi igine yerlestirilen test malzemesinin mukozada olusturdugu

reaksiyonlarin izlendigi test yontemidir.

c) Sensitizasyon Testi: Deney hayvanlarinda derinin hassaslastiriimasindan

sonra 24 saat — 2 haftallk donemde deri Uzerine yama testi ile uygulanan

malzemenin duyarlilik etkileri degerlendirilir.

d) Subkitanéz implantasyon Testi: Test &rneklerinin cerrahi ydntem

kullanilarak deri altinda derin dermis bolgesine yerlestiriimesi esasina

dayanir®1%55,

2.5.1.3. Kullanim Testleri

Bu testler materyaller i¢cin dnemli klinik denemelerdir. Materyal
son kullanilacak haliyle gonulla bir insana yerlestirilir. Kullanim testleri en
yararl biyouyumluluk testleridir. Ancak birtakim yan etkileri ve problemleri de
bulunmaktadir. Maliyetli, zaman alici, kontroli ve yorumlanmalari oldukga

zordur. Ayrica hukuksal ve etik agidan da oldukca karmasiktirlar®®.

a) Restoratif Malzemeler icin Pulpa ve Dentin Testi: Deney hayvanlarinda

pulpa Uzerinde 1 mm. saglam dentin kalincaya kadar agilan kavitelere
yerlegtirilen test malzemelerinin etkisinin kontrol gruplari ile kargilastiriimasi

ile uygulanan yontemdir.
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b) Kuafaj ve Pulpatomi Malzemeleri Testi: Steril frez ile perfore edilen pulpa

uzerine direk test malzemesi uygulanarak belirlenen zaman araliklarinda

tamir dentini olusumu ya da enflamasyon izlenir.

c) Endodontik Malzeme Testi: Kanal igerisine yerlegtirilen malzemenin etkisi

belirlenen zaman araliklarinda klinik ve histolojik olarak degerlendirilir.

d) Kemik ici implant Malzemesi Testi: Kemik ile uzun dénem temasta

kalacagl dusunulen malzemelere ait test drneklerinin toksisitelerinin in vivo

olarak degerlendirildigi yontemdir®'°%%3,

2.6. Hiicre Kiilturui

Hucrelerin, dokudan mekanik yollarla, bunu takiben proteolitik
enzimlerle muamele edilerek tek hucre veya kuguk kumeler halinde
aynstiriimasina; bunlarin bir besi yeri ile, cam veya plastik siselerde doku ile
baglantisi olmadan in vitro olarak g¢ogaltilmasina hacre kudlturd adi

verilmektedir®®.

GuUnumuzde, kultarler ¢ogunlukla dokudan ayristiriimis hicre
suspansiyonlari ile yapilmaktadir. Ancak ¢ogu doku hucreleri, sispansiyon
ortaminda yasamaya uyumlu olmadiklarindan bolunmek ve gogalmak icin kati
bir ylzeye ihtiya¢g duyarlar. Bu gereksinim, plastik doku kultar kaplarinin
ylzeyleri ile karsilanmaktadir®*"°®. Yaygin olarak kullaniimakta olan hiicre

serileri ve kdken aldiklar dokular Tablo 3’te gdsterilmistir.

Hucre kultarleri temel olarak fizyolojik Ozelliklerin ve patojen
hacre iligkilerinin tespit edilebilmesinde kullaniimaktadir. Ayrica, in vivo
sartlarda kisa zaman araliklarinda incelenmesi mumkun olmayan bir

materyalin fiziksel ve kimyasal etkileri arastirilabilir. Yontem ayrica, ilaglarin,

28



biyomateryallerin,

yapisal ve kromozomal

degerlerlendiriimesinde de kullanilmaktadir®.

Tablo 3: Hiicre serileri ve kokenleri.

bozukluklarin

Hiicre serisi Hiicre tipi ve kokeni

L 929 fibroblast hicresi (fare)

3T3 fibroblast hicresi (fare)

BHK21 fibroblast hiicresi (hamster)
MDCK epitel hiicresi (képek)

Hela epitel hiicresi (insan)

PtK1 epitel hicresi (rat)

L6 miyoblast hucresi (rat)

SP2 plazma hicresi (fare)

COSs bdbrek hiicresi (maymun)

DT40 lenfoma hiicresi (civciv)

R1 embriyonik kok htcreler (fare)
HepG2 karaciger epitel hiicresi (insan)
HEK293 bdbrek epitel hiicresi (insan)

HL60 I6semi (lenfoblastik hiicre) (insan)
SH-SY5Y néroblastoma hiicresi (insan)

H1, H9 embriyonik kok hiicresi (insan)

PC 12 kromaffin hiicresi (rat)

293 bdébrek hicresi (insan), adenoviriisle transforme edilmis
CHO over hucresi (hamster)

E14 embriyonik kok hicresi (fare)

T24 mesane epitel hiicresi (insan)

S2 makrofaj benzeri hicresi (drosofila)
BY2 farklilasmamis meritematik hicreler (titin)
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2.6.1. Hucre Kiltiriinun Tarihcesi:

Hiicre kaltiriinin taringesi 1800°IU yillara kadar uzanir.ilk olarak
1866 yilinda in vitro doku kultlra ¢alisilmis ve amfibi kan hucrelerinin 35 gun

canli kalabilmesi saglanmistir.

1885’te Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun meddller tabakasini
alarak, 1k salin solisyonu iginde gunlerce canli tutarak doku kudltirinun
temellerini atmistir. 1903 yilinda Jolly, in vitro kosullarda hucre bolunmesi ve
yasami ile ilgili ilk detayli gozlemleri yapmistir. Semenderlerden bir ay
boyunca aslili damlalar seklinde 16kosit elde etmistir. Bu ¢alisma 1906 yilinda,
Ewing ve Beebe tarafindan takip edilmis ve doku kultara kavramina ilk gercek

girisimi olusturmustur®®.

1910-1914 yillari arasinda temel hucre, doku ve organ
kulturlerinde 6nemli adimlar atilmistir. Aseptik kosullarda galismalar yapilimig
ve 1914 yilinda da gergek anlamda ilk doku kultura yapiimistir.1913 yilinda
Burrows ve Carrell, hayvan hucrelerinin aseptik kosullar altinda dizenli
beslenmeleri halinde kudltur ortaminda uzun sure buyuyebilecegini
goOstermislerdir. 1955-1960 vyillar arasinda Eagle, buglin de kullaniimakta
olan temel hucre kiltard vasatlarini hazirlamistir. 1979 yilinda Green ve
arkadaglari epidermal hucre kulturleri hazirlamiglardir. 1981 yilinda Schmalz,
materyallerin sitotoksisitesini test etmek i¢in agar overlay teknigini ilk kullanan
dishekimligi arastirmacisi olmustur. 1992°de Rosenfield ve arkadaslari
genetik olarak modifiye edilmis hucreleri c¢esitli hastaliklarin tedavisinde

kullanmaya baslamislardir®®.
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2.6.2. Hucre Kilturlerinin Siniflandiriimasi

Hucre kaltarleri, primer hicre kulturleri, devamli hicre kultarleri,

diploid hiicre kiiltiirleri olarak siniflandirilir*°,

2.6.2.1. Primer Hicre Kultirleri

Orijinal dokudan yeni ayrilan hlcreleri igerir. Dokunun fizyolojik
durumunu yansitan bu hucreler, genotip ve fenotip olarak orijinal doku hicresi
ile ayni oOzellikleri igerir. Primer kudlturlerin  kromozomal anomalileri
olmadigindan daha normal fenotipleri vardir. Ancak bu huicrelerin deneysel

cogalma imkanlari sinirlidir®”.

Primer hucre kulturleri ilk pasajdan sonra bir kultir ortamindan
digerine tasinirlar. Bu igleme subkultur denir. Yeni Uretilen hiucre kulturleri
ayni fonksiyonel 6zelliklere sahip hicre hatlarini olustururlar. Hicre hatlari,
hdcrelerin orjinali olan dokunun oOzelliklerine gore degismek sartiyla gesitli
sayllarda subkiiltiirlere izin verirler 2623,

Primer hicre kultarleri, Greme asamasindaki zorluklar,
hdcrelerin hassasiyeti, calisma surecinde ortaya c¢ikabilecek sorunlar ve
kontrol guglugu gibi benzer sakincalarina ragmen, pek ¢ok arastirmada ornek

sistem olarak kullaniimaktadir*#548°.

2.6.2.2. Devamli Hucre Kalturleri

Subkdltirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri, orjinali
olan dokulardan ayri olarak gelistiriimis olan kualturlerdir. Arastirmalar
herhangi bir kultirin, devamh doku kulturu olabilmesi igin en az 70 defa

subkdiltiriinin  yapilmis olmasi gerektigini gdstermistir®®. Devamli hiicre
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kultarleri standart kultur ornekleri olarak embriyonik veya kanserli dokulardan

iiretilerek kodlanmis ve kullanima sunulmustur®.

2.6.2.3. Diploid Hucre Kulturleri

Primer kultarlerin subkultarlerinin yapiilmasindan elde edilir. Bu
kultrlerdeki butlin hacreler orijinal olan dokunun % 85 karyotipine sahiptir.
Diploid kulttrlerde bazi hicrelerde kromozom tipleri kaybolabilir ve yerine

bagka bir tip yerlesir. Bu hucrelere pseudodiploid hucreler adi verilir®.

2.6.3. Hucre Kiltirinin Kullanim Alanlari

Hucre kulturlerinin ¢ok yaygin kullanim alanlari vardir. Bu

alanlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir®’:

Viral agllar ve viral teshis amacli,
Monoklonal antikorlar ile antikor Uretimi,
interferon Gretimi,

insektisit ve insekt as! tretimi,

interlékin gibi immiinoreg(ilatérlerin Gretimi,
Hormon Uretimi,

Enzim Uretimi,

© N o o bk~ 0w D=

BlUyume faktorlerinin Gretimi.

2.6.4. Hucre Kultird Yontemlerinin Avantajlari ve Dezavantaijlari

A. Avantajlari;

1. Uygulamalar standart sartlarda tekrarlanabilir. Hlcre kualtird ortaminda
sicaklik, pH, ozmotik basing, O, ve CO, lokal basinglari gibi fizikokimyasal

cevre ve buna bagli olarak fizyolojik kosullar daha iyi kontrol edilebilir.
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2. Kisa sureli etkilesimlerin incelenmesinde kullanigh bir yontemdir.

3. Hucreler Uzerindeki etkiler direk olarak gozlenerek standart olgUmler
yapilabilir.
4. Uriin elde edilmesinde endiistriyel amagli olarak kullanilabilirler® 78,

B. Dezavantaijlari;

1. Primer kultur ile igsleme bagslandiktan sonra birbirini takip eden pasajlarda
hicreler farkhlasabilir ve bir miktar 6lum gergeklesebilir. Her zaman istenilen
saflik ve miktarda hiicre elde edilemeyebilir.

2. Hijyen ¢ok onemli oldugu igin, primer kulturlerin elde edildigi doku ve

bulundugu ortam ve kosullar hicre kulturlerini etkileyebilir.
3. Kullanilan hucre Uretme vasatlari ve diger malzemeler pahalidir.

4. Deneyim dnemli bir faktérdir. in vitro galismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin

hazirlanmasi ve mikroskobik inceleme bir uzmanligi gerektirir®” 678,

2.6.5. Hucre Kulturd Test Yontemleri

Dis hekimligi materyallerinin sitotoksisitesi in vitro kosullarda
degerlendirilirken; hucre buyumesi, mitotik aktivite, oksijen alimindaki, glikoz
metabolizmasindaki ve membran gecirgenligindeki  degisiklikler ile
mitokondrial enzim fonksiyonlarinin saptanmasi olmak Uzere bes ayri Olgit
kullaniimaktadr®7071:72,

Hucre kulturleri  kullanilarak dis hekimliginde kullanilan
malzemelerin biyolojik uyumlarinin belirlenmesi icin ¢ok sayida in vitro test
yontemi kullaniimaktadir. FDI ve ISO teknik raporlarinda hicre kilturi test

yontemlerini;
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Agar Overlay Test Yontemi,
Agarose Test Yontemi,
Milipore Filtre Yontemi,
Krom Salinim Test Yontemi,

Model Kavite Test Yontemi,

o gk W N~

Dis Kavite Test Yontemi olarak belirlemiglerdir.

2.6.5.1. Agar Overlay Test Yontemi

Cogu sitotoksisite testinde, hlcre ile materyal arasinda direk
temas vardir. Arastirmacilar in vivo durumlarda bu sekilde bir direk kontagin
olmadigini, hicre ve materyalin keratinize epitel, dentin veya ekstra selltler
matriks ile ayrildigini belirterek bu in vivo durumu taklit etmek amaci ile
bariyer testi adi1 verilen yontemler gelistirmislerdir. Bu yontemlerden biri Agar

Overlay Test Yontemi'dir’>.

Agar Overlay Test Yontemi icin her vasatta, toksisitesi
bilinmekte olan bir materyal ile toksik olmayan bir materyal kullanilir.
Genellikle dibutilasetat igeren polivinil klorid pozitif kontrol olarak, yuksek
yogunluklu polietilen ise negatif kontrol olarak kullaniimaktadir. 24 saatlik
inkUbasyon sulresinden sonra sitotoksisite, toksik maddelerin diflize oldugu
bdlgelerdeki hlcrelerde gorulen boya kaybi ile degerlendirilir. Diflzyon
bolgelerinde hucre erimesi gorulmesi ise, toksik maddelerin yuksek

69,71,74

konsantrasyonlarda bulundugunu gostermektedir Sitotoksik cevap,

renk degisikligi gosteren bolgelerdeki difize alanin buyukligu ve lizis gorulen
bdlgedeki hiicrelerin yizdesi ile degerlendirilir®’ 772,
Agar Overlay Test Yontemi'nin avantajlari; rutin hicre kaltara

yapan labarotuarlarda ucuz bir maliyet ile yapilabilmesi, mevcut malzemenin
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kolaylikla  temin  edilebilmesi, radyokimyasal @ malzemelere gerek

duyulmamasi, basit bir teknik ile uygulanabilmesi olarak dzetlenebilir’”.

2.6.5.2. Agarose Test Yontemi

1973 yillinda, agar tabakasindan daha yuksek difizyon
yetenegine sahip agarose bulunmus ve diflizyon yetenedinin daha iyi
olmasindan dolay! Agar Overlay Test Yontemi yerine guvenle kullanilabilecek

hassas bir ydntem oldugu ileri stiriilmstir’>.

Agarose Test Yontemi’nde, agarose’un jel haline gelme noktasi
32°C’dir. Boylece agar overlayin 40-45°C’deki hazirlanma asamasinda

olusan termal soklardan kaginilmis olur”®.

2.6.5.3. Milipore Filtre Test Yontemi

Hulcre ve materyal arasinda direk temas olusturan hucre kulttr
testlerinde problem, kayip dis yapisini restore etmek icin kullanilan
materyallerin hicre ile direk bir temasinin olmamasindan dolayi klinik sartlari
yansitmaktan uzak olmasidir. Bu amagla gelistirilen ikinci bariyer testi de
Milipore Filtre Test Yontemidir®® 7.

Bu test yonteminde hicreler, seliloz esterden yapilan filtrenin
bir ylzeyine yerlegtiriimektedir. Materyal ise filtrenin karsit yuzeyi ile
temastadir. Boylece suzulen maddelerin hucreler Uzerinde toksik etki
olusturabilmesi icin 0.45 um’lik  filtre deliklerinden gegmesi

29,69,73,74

gerekmektedir Materyale kargi gelisen toksik cevap, etkilenen

bdlgenin ¢apina, genigligine ve boyali bolgenin yogunluguna gore standart bir

belirleme sistemi ile degerlendirilir"°.
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2.6.5.4. Krom Salinim Test Yontemi

Bu yontemle likit ve kati yapidaki materyallerin sitotoksisitesi
degerlendirilmektedir. Bu amacla hucreler Na,*'CrO; ile isaretlenmektedirler.
Na,*'CrOy icerisindeki hekzavalent Cr®', hiicrelerin icine girdikten sonra hiicre
proteinleri ile hucresel yapilara tutunmakta ve trivalent forma déntismektedir.
Hucrelerin  isaretlenmesinden sonra, hicre ve materyaller direk temas
halinde 4- 24 saat sureyle inkube edilmektedir. Hucrelerin olumdu, hucre zari
gecirgenligini  degistirdiginden trivalent formdaki Cr®' hiicre disina

ctkmaktadir. Hiicre disina ¢ikan Cr°"

in radyoaktivitesinin olgulmesiyle hlcre
o0lumu konusunda net ve kesin bir sayl ve bilgi edinilmektedir. Bu yontemle
hicre olumunu takiben gelisen subletal degisiklikler

dlglilememektedir®?®7%76,

2.6.5.5. Model Kavite Test Yontemi

Tyas tarafindan 1977°’de restoratif materyallerin toksisitesini
degerlendirmek igin tanimlanmig ve test edilen materyallerin klinik
kullanimlarini taklit etmek amaci ile gelistirilmis bir yontemdir®®’’. Bu test
yonteminde materyal polimetil metakrilat bir kaviteye yerlestirilir ve kavite
tabani olarak da milipore filtre veya dentin tabakasi kullanilir. Hlcre kulturleri
bu tabakanin alt kismina vyerlestirilir ve hucrelerin yapismasi saglanir.
Hucresel hasarin tespiti, lizozomal ve mitokondrial emzimler olan asit fosfotaz
ve suksinat dehidrogenazdaki dedisikliklerin sitokimyasal yontemlerle

belirlenmesi ile yapilmaktadir®.

2.6.5.6. Dis Kavite Test Yontemi

Hume tarafindan 1985 yilinda tanimlanan bu yéntem, in vivo

sartlara oldukg¢a yakin bir asamadir. Bu test yontemi, toksik maddelerin diflize
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oldugu restoratif maddelerin kimyasal toksisitesi igin kullaniimaktadir. Bu test
yontemi ile cgesitli restoratif materyallerin sitotoksisitesi belirlenmekte ve in

vivo verilere oldukga uyumlu sonuglar elde edilmektedir®®.
2.7. MTT Test Yontemi

MTT testi, sitotoksisitenin degerlendirilmesi, hucre canhliginin
tespiti ve yasayan hucrelerdeki proliferasyonun belirlenmesinde yaygin olarak

kullanilan enzimatik test ydntemlerinden biridir’®.

Mosmann tarafindan tanimlanan bu test; sari renkte, suda
¢ozunebilen tetrazolium tuzlarinin [3-(4,5—dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphentyltetrazolium bromide] metabolizmalari aktif olan canli hudcreler
tarafindan alinmasi ve mitokondrial bir enzim olan “succinate dehidrogenase”
tarafindan parcgalanarak mor suda ¢o6zilmeyen tetrazolium formazan (1-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan) yan urinU salinmasi esasina
dayanlr79’8°’81'82’83'84'85'86.

Formazan bilesiginin olusumu yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canh hicrelerde gorulir ve yasayan hicre sayisi ile
iliskilendirilir®”88899192 " gyda ¢oziilmeyen formazan kristalleri DMSO veya
baska bir organik ¢b6zgen (isopropanol) icinde c¢Ozunebilir ve ¢6zunen
materyallerin optik yogunluklari (absorbans) spektrofotometre (570-690 nm)
yardimi ile dlgulur. Elde edilen deger, hucre hattinda metabolizmalari aktif

olan hiicre sayisi ile dogru orantilidir’®.

Materyallerin toksik etkileri sonucunda, ¢ogunlukla hucrelerin
metabolizmalari  etkilenmektedir.  Ozellikle hicrelerdeki  mitokondrileri
etkileyen bazi kimyasal maddeler MTT testi ile degerlendiriimektedir. Hucre

kaltarlerinde metabolik olarak aktif hicrelerin sayisiyla baglantili olarak
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boyanin konsantrasyonu ve emilim degerleri degismektedir. MTT yontemi,
blaylk sayilardaki hicre kultarlerinde canli hicre oraninin belirlenmesinde
hizli, guvenilir ve kolay bir yontemdir. MTT degerlendirmeleri, blyime
dongusunun herhangi bir agamasindaki canli hicre yogunlugu hakkinda fikir

vermektedir>®.

MTT testinde olusan formazan kristallerinin yogunlugu htcre
hatlarina ve kultirin yasina gore degiskenlik géstermektedir. Bu nedenle her
hicre hatti icin optimize edilmelidir. Ayrica test, pH ve besiyeri glikoz

degisimlerine hassas oldugundan titiz calisiimasi gerekmektedir.

formazan kristalleri

canli hucre olu hicre

Resim 1: MTT sonrasi Formazan kristalleri, canli ve 6lii hiicrelerin gériintiimi.

Van de Loosdrecht ve arkadaslar®® MTT test ydnteminin
sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanigh, hassas ve hizli bir yontem

oldugunu, ayrica radyoaktif izotop kullanmaya gerek olmadigini
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belirtmislerdir. Wilson ve arkadaslan®?, MTT'den olusan formazonun
yogunlugunun direk olarak yasayan hucrelerin sayisiyla baglantili oldugunu
ileri surmuslerdir. Bu yontemi, kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan ilaglar
uzerinde denemisler ve elde ettikleri klinik sonuglarin, MTT sonugclariyla

paralel oldugunu belirtmislerdir®.
2.8. Hucre Kiiltura Laboratuari

Hucre kulturt laboratuarlarini digerlerinden ayiran en onemli
Ozellik, aseptik kosullarin ¢ok iyi saglanmasi zorunlulugudur. Hucre kultaru
islemlerinde, hayvansal hucreler ile bakteri ve mantarlarin meydana getirdigi
kontaminasyonlar  risk  olusturmaktadir. Bu nedenle, kullanilan
malzemelerden, calisilan odaya kadar temizlik ve sterilizasyon ¢ok Onem

tasimaktadir.

“‘Laminar Flow Kabinleri’ icindeki hava akimi ve tasidiklari

hepafiltreler sayesinde kabin iginde steril bir ortam saglar.

Bir hiicre kdiltiirii laboratuarinda bulunmasi gereken cihazlar sunlardir*®®*:
e Laminar Flow Kabin,

e inklbatér,

o Sterilizator,

e Buzdolabi (+4°C),

e Derin Dondurucu (-20°C, -80° C),
e Mikroskop,

e Yikama Duzenegi,

¢ Masa Santriftja,

e Sivi Azot Tanki,

e pH Metre,
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e Hucre Sayaclari.

2.8.1. Hiicre Uretme Yiizeyleri

Hayvan hucrelerinin Uretilmesinde kullanilan ylzeyler genel
olarak cam veya tek kullanimlik plastik malzemeden yapilmistir. Cam, kolay
temizlenebilir olmasi, maliyetinin ucuz olmasi, buyumeyi destekleyici, ekstra
maddelere gerek duyulmamasi ve sterilizasyonunun kolay olmasi nedeniyle
tercih edilen bir malzemedir. Tek kullanimlik plastikler ise optik 6zellikleri ve
duzgun yuzeylere sahip oluglari nedeniyle tercih edilebilirler. Bu malzemeler
degisik sekillerde modifiye edilerek de kullanilabilirler. Pahali olmalarina
ragmen, gunumuzde en ¢ok bu materyaller kullanilmaktadir. Hucre uretme
yuzeyleri, Ozellikle yluzeye bagimli olarak Ureyen hucreler i¢in onemlidir.
Cunkd, bu hacrelerin kultir ortaminda canhliklarini surdtrtp Ureyebilmeleri,
ancak bir yuzeye tutunmalari ile mimkun olmaktadir. Hiucre uretme yuzeyleri

icin siklikla kullanilan malzemeler asagidaki gibidir>>®;

1. Polistiren (PS),

2. Polivinil Klortr (PVC),

3. Polikarbonat (PC),

4. Politetrafloroetilen (PTFE).

2.8.2. Hucre Kulturd Vasatlar

Hulcre Uremesi icin uygun ortamin olusturulmasinda htcre
kalturd vasatlarindan vyararlanilir. Toz halinde olup kullanici tarafindan
hazirlanabildigi gibi, sivi olarak da satilirlar. Hazir sivi olanlar daha guvenilir
olmasi nedeniyle tercih edilirler. Toz vasatlar, sterilizasyonlari yapiimis ve
icinde gerekli butin bilegenleri icerecek sekilde satilir. Bunlar gerekli

miktarlarda su ile ¢ozulUrler. Serum, antibiyotik ve sodyum bikarbonat ve
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gerekiyorsa glutamin ilavesi yapilir. Hazirlanan vasatlarin sterilizasyonu,
otoklav veya filtrasyon ile yapilir. Otoklav her vasat igin gecerli dedgildir.

Filtrasyon, daha siklikla ve guvenle kulanilan bir yontemdir.
Filtrasyonda iki tip filtre kullanilir:

1. Asbest filtreler,
2. Membran filtreler.

Hucre Uretme vasatlarinin fonksiyonlari su sekilde siralanabilir:

1. pH ve ozmolorite gibi fizikokimyasal sartlarin devamliligini saglamak,
2. Hucre ve hucre urUnlerinin sentezi i¢in gerekli besinleri saglamak,
3. Hucrelerin yapisal ve metabolik aktivitelerini yerine getirmeleri igin gerekli

maddeleri olusturmak®®.
Vasatlarin bilesiminde®:

e Dengelenmis Tuz Cozeltileri,
e Enerji Kaynaklari,

e Aminoasitler,

e Vitaminler,

e Gazlar,

e Eser Elementler,

e Organik Tampon Cozeltileri,
e Antibiyotikler,

e Su,

e Serum,

e Niukleik Asit Sentezini Tesvik Edici Maddeler bulunmaktadir.
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Vasatlarda, serumun total hacime orani %10 olarak ayarlanir.
Antibiyotikler bakteri Uremesini onlemek icin ortama ilave edilirler. Kultur
yapilan hucreler, 6zel kaplarda 37°C sicaklikta, %5 CO, ve %95 hava igeren
ortamda inkube edilirler. Vasatlarin igindeki maddelerin o6zelliklerinin iyi
bilinmesi, toksik olmamalari, suda eriyebilmeleri ve stabil olmalari

gerekmektedir™*.

2.8.3. Kontaminasyon

Kontaminasyon, kultur vasati, hava, cam malzeme ya da
hicrenin kendisinden kaynaklanabilir. Bakteri, mantar, miyoplazma veya viral
kaynakli olabilir. Caligan kisi dnemli bir risk faktoradur. Giyim sekli ve steril
calisma kosullarina uyulmasi gerekmektedir. Kontaminasyonun nedenleri
arasinda, galisilan odanin iglem esnasinda kapisinin agilmasi, ¢aligan kisinin
arkasindan gecilmesi veya duvara monte edilmis klimalardan kaynaklanan
ani hava akimlari sayilabilir. Bu nedenle, hucreler ile c¢aligilan ortamin,

laboratuar girisinden uzakta bulunmasi gerekmektedir®.

2.8.4. Pasajlama

Pasajlama igin ilk neden, hlcre yogunlugunun artmasidir.
Yogunluk artinca ortam pH’I diser, besin maddeleri azalir ve artik Urln
miktari artar. Bu olumsuz etkilerden korunmak igin, hicreler daha buyuk bir
hacime alinirlar ve yogunluklari azaltilmig olur. Bunun igin, bir yuzeye
tutunmus olarak Ureyen hucrelerin, yluzeyden kaldirilarak yeni bir ylzeyde
liremeleri saglanir™®®°.
Hucrelerin kultir kabindan alinmalari igin degisik yontemler

kullanilabilir:
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o Mekanik yontem: Bir spatul kullanarak hucreler ylzeyden fiziksel
olarak ayrilabilir. Ancak hizli bir yontem olmasiyla birlikte, bu yontemde
hucreler zarar gorebilirler. Bu nedenle ancak hicre canhliginin énemli

olmadigi kosullarda tercih edilebilir.

o Proteolitik enzimlerin kullanim yontemi: Tripsin, kollajenaz ya da
pronaz, genellikle EDTA ile kombine edildiginde hucrelerin Ureme yuzeyinden
ayrilmasina neden olur. Bu yontem de hizli ve guvenilir olmasina karsin

hiicre yiizeyine zarar verebilir®*.
2.9. Fibroblast

Olgun bag dokusunda sayica en ¢ok bulunan ve bag dokusunun
fibrillerini, amorf maddesini sentezleyip salgilayan hulcrelerdir. Bu nedenle
bag dokusunun ana hucreleridirler. Duzensiz dallanmalar yapan uzantilari,
Okromatik fakat nispeten yogun kromatinli ¢ekirdegi, protein sentezi yapan
hicrelere 6zgu gelismis granulli endoplazmik retikulumu, genis golgi

kompleksi, bazofilik stoplazmasi bu hicrelerin tipik 6zellikleridir.

Fibroblastlarin aktif olmayan vyani fibrii ve ara madde
sentezlemeyen inaktif sekillerine fibrosit denmektedir. Fibrositler de uzantili
fakat fibroblasta gore ¢ok az sitoplazmali hucrelerdir. Bu nedenle mikroskopta
sadece cekirdekten ibaretmis gibi gorulurler. Her iki hucrenin de sekli
duzensizdir. Genellikle yassi-uzun, mekik seklinde, oval yapidadirlar; govde
kisimlarindan  stoplazmik uzantilar c¢ikar. Bu hucreler birbirlerine
donusebilirler.  Mitotik  yetenekleri  sinirh olmakla beraber, doku

yaralanmalarinda fibroblasta gereksinim arttigindan béllinerek gogalabilirler.

L-929 fare fibroblast hicresi, monolayer olarak yani bir ylizeye

tek tabaka halinde tutunarak Ureyen bir hucredir. Bu hucrelerin dublikasyon
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suresi denilen yani baglangigtaki sayisinin iki katina ulastigi ikilenme suresi
oldukca kisadir ve elde edilen Urun de kalitelidir. Bu hucreler bir ylzeye
tutunduklari igin besi ortaminin degistiriimesi olduk¢a kolaydir. Bu da
calismalarda buyuk kolaylik saglamaktadir. Bu hucrelerin  biyouyumluluk
¢alismalarinda kullanilma nedenlerinin en énemli 6zelligi ise hassasiyetlerinin
¢cok yuUksek olusudur. Ortamdaki degisikliklere kisa surede cevap verirler. pH
7,2 - 7,5; sicaklik 35-37 °C ve % 5 COy’li ortam optimum Ureme kosullarini

85,86

saglar L-929 hicre kultird bircok uluslararasi standart kurulusu

5152 Fare fibroblast

87,88

tarafindan sitotoksisite calismalari icin Onerilmektedir

hicrelerinin invert mikroskop altindaki gorintisu resim 2’de sunulmustur

Resim 2: Fare fibroblast hiicrelerinin invert mikroskop altindaki goriintiisii.
2.10. Konu ile ilgili Galigmalar

Gunumuze dek, protez kaide maddelerinin sitotoksik etkilerinin
degerlendiriimesinde farkh hucre kulturt teknikleri, hicre turleri ve boyama

yontemleri gibi birgok ¢calisma gergeklestirilmistir.
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Sheridan ve arkadaslari’, 1si ile, kimyasal olarak ve mikrodalga
enerjisi ile polimerize olan akrilik rezinlerin sitotoksik etkilerini gingival
fibroblastlar Uzerinde incelemis, kimyasal olarak polimerize olan akrilik kaide

rezinlerin toksisitelerinin yuksek oldugunu bildirmiglerdir.

Tsuchiya ve arkadaslan®® isi ile, mikrodalga enerijisi ile ve
kimyasal yolla polimerize olan akrilik rezin 6rneklerin tukurik iginde salinimi
gerceklestikten sonra  salinan  metil metakrilat ve  formaldehit
konsantrasyonlarini inceledikleri ¢calismalarinda, hem metil metakrilatin hem

de formaldehitin sitotoksik etki olugturdugunu goézlemislerdir.

Huang ve arkadaslan®, isi ve kimyasal yolla polimerize olan
protez kaide polimerlerinden 1., 3. ve 5 gln sonunda elde edilen ekstraktlarin
in vitro sitotoksik etkilerini oral epidermoid karsinom hucresi ve primer oral
fibroblast hicrelerinde incelemislerdir. Arastirmacilar elde edilen invitro
sitotoksisite degerlerinin materyallere ve kullanilan hicre kulturlerinin ¢esidine
baglh olarak degisiklik gOstermesinin yani sira, en fazla sitotoksik etkinin
kimyasal yolla polimerize olan protez kaide polimerlerinde elde edildigini

bildirmislerdir.

Cimpan ve arkadaslar®’ tarafindan yapilan galismada isi ile,
kimyasal olarak ve mikrodalga enerjisi ile polimerize olan Ug¢ farkli kaide
maddesinin L-929 fare fibroblast hicre kultirleri Uzerinde olusturduklar
sitotoksisite dereceleri ve hicre 6lum mekanizmalari incelenmisg, sonug olarak
en toksik kaide maddesinin kimyasal olarak polimerize olan kaide maddesi
oldugu ve bu materyalden isi ve mikrodalga ile polimerize olan kaide

maddelerine oranla daha fazla toksik madde salindigi bildirilmigtir.

Lefebvre ve arkadaslar®, 5 giin sireyle hiicre kiiltir vasatinda

ekstraksiyon yapilan isi ve kimyasal yolla polimerize edilen protez kaide
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polimerlerinden salinan ekstraktlarin pHinin agdiz epitel hicrelerinde
olusturdugu in vitro sitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar,
sitotoksik etkiler olusturan komponentlerin protez kaide polimerlerinden
degisik hizlarda ve miktarlarda salindigini, bu salinimin da ekstraksiyon

ortaminin pH’sina bagl olarak degistigini ileri sirmuslerdir.

Ergiin ve arkadaslan®, isi ile, mikrodalga enerjisi ile ve kimyasal
yolla polimerize olan akrilik rezin protez kaide materyallerinde, agar overlay,
milipore filtre ve 3H-timidin testleri kullanarak in vitro sitotoksisiteyi
deg@erlendirmigtir. Arastirmacilar, ¢alismanin sonucunda en yuksek sitotoksik
bulgunun kimyasal yolla polimerize olan akrilik rezinlerde; en dusuk sitotoksik
bulgunun ise mikrodalga enerjisi ile polimerize olan 1si ile polimerizasyon

islemi icin Uretilmis akrilik rezinlerde elde edildigini bildirmiglerdir.

Sipahi ve arkadaslar®, bes farkli protez kaide maddesinin
gingival fibroblast hucrelerinin proliferasyon orani Uzerine yaptiklari
¢alismada kimyasal olarak polimerize olan kaide maddesinin en fazla
toksisite gosterdigini, en az toksisiteyi ise mikrodalga enerjisi ile polimerize

olan kaide maddesinin gosterdigini rapor etmiglerdir.

Rose ve arkadaslan®, isi ile polimerize olan akrilik rezinlerin L-
929 hucrelerine kimyasal yolla polimerize olan akrilik rezinlerden daha az

sitotoksik etki olusturdugunu belirtmiglerdir.

Formaldehit polimerizasyonundan olusan asetal rezin kalp

kapakcigl protezleri**®%  ortopedik implantlar®®®’; total kalga, eklem

+40,98,99

protezleri gibi cesitli alanlarda kullaniimaktadir. Bu materyal ile ilgili

cesitli calismalar mevcuttur.
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Pennick ve arkadaslar®®, 5 giin sire ile 1, 5, 10, 15 ve 20 defa
otoklavdan gegcirilen beyaz asetal rezinin, insan mezengimal kok hlcrelerinin
¢ogalmasina ve kondrogenik farkhligina negatif etkisinin olup olmayacagini
incelemislerdir. Sonug olarak, insan mezensimal kok hucrelerinin POM’u
etkilemedigini, bir haftalik periyotta POM’dan saliniminin gergeklestigi
ekstraksiyon sivisinin, hucrelerin ¢ogalma oraninda belirgin bir degisiklik

olusturmadigini belirtmislerdir.

Laluppa ve arkadaslarn'®, cesitli plastik materyallerinin
sitotoksik etkilerini hematopoetik kok hicrelerinde in vitro olarak incelemistir.
POM’'un hucrelere direk veya indirek temasinda, koloni olusumunu ve

hematopoetik kok hucrelerinin bluyumesini azalttigini gézlemlemislerdir.

Kusy ve Whitley'®!, ortodontik braket olarak kullanilan POM
braketlerin kimyasal olarak olusturdugu uUrunleri, braketin termal analizi
sirasinda ve abrazyonu sonrasinda incelemigler, POM’un isiyla veya

kimyasal olarak asindiginda toksik formaldehit olusturdugunu belirlemislerdir.

Bu arastirmada; rutin pratikte kullanilan; 1si ile polimerize olan
akrilik rezin, kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinin yani sira; asetal
rezinlerin L-929 fare fibroblastlari Uzerinde sitotoksisitelerinin MTT testi ile

degerlendirilmesi amaclanmigtir.
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3. GEREG VE YONTEM

Rutin pratikte kullanilan 1s1 ile polimerize olan akrilik rezin,
kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ve asetal rezin materyallerin in
vitro kosullarda L-929 fare fibroblast hicre kultirunde, MTT test yontemi ile
sitotoksisitelerinin degerlendirildigi bu ¢galisma, Gazi Universitesi Dig Hekimligi
Fakiiltesi Protetik Dis Tedavisi Anabilim Dali, Tarim ve Koy isleri Bakanhg:
Sap Enstitist Arastirma Laboratuvari ve Mega Dental Dis Laboratuvar’nda

yuratulda.

3.1. Geregler

Arastirmamizda kullanilan gerecler iki grup altinda dizelenmisgtir:
3.1.1. Deney Orneklerinin Hazirlanmasi icin Kullanilan Gerecler,

3.1.2. Hiicre Kiiltirl Calismalari icin Kullanilan Geregler.

3.1.1. Deney Orneklerinin Hazirlanmasi icin Kullanilan Gerecler

* Isi ile polimerize olan akrilik rezin (Isi ile polimerize olan akrilik rezin
orneklerin hazirlanmasinda kullanildi. Meliodent Denture Acrylic, Bayer
UK Dental, ingiltere.)

« Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin (Kimyasal olarak polimerize
olan akrilik rezin orneklerin hazirlanmasinda kullanildi. Meliodent Denture
Self Cure Acrylic, Bayer UK Dental, ingiltere.)

* Asetal rezin (Asetal rezin drneklerin hazirlanmasinda kullanildi. Pressing
Dental, San Marino, italya.)

* Paslanmaz c¢elik kalip (Mum &rneklerin hazirlanma asamasinda kullanildi.)

+ Pembe mum (Orneklerin hazirlanma asamasinda kullanildi. Cavex set up

modelling wax, Haarlem, Hollanda.)
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« Lak (Orneklerin hazirhiginda mufla asamasinda izolasyonu saglamak
amaciyla kullanildi. Akribel, Atlas-Enta, izmir.)

+ Ozel mufla (Asetal rezin drneklerin hazirlanma asamasinda kullanildi.
Muffle-Type 100, Pressing Dental San Marino, italya.)

+ Sert algi (Orneklerin muflaya alinma asamasinda kullanildi. Marble Stone,
Pressing Dental San Marino, italya.)

* Enjeksiyon tupu (Asetal rezin tabletlerin igine yerlestirildigi tip. Pressing
Dental San Marino, italya.)

* Enjeksiyon makinesi (Asetal rezin oOrneklerin muflasinin, enjeksiyon
tupunun ve asetal rezin tabletlerin yerlestirildigi makine. J-100 Pressing
Dental San Marino, Italya.)

« Milimetrik kumpas (Ornek boyutlarinin élglilmesi amaciyla kullanildi.
Newman, Notre Dame West. Montreal, Quebec, Kanada.)

+ 320 numara silikon karpid zimpara (Orneklerin tesfiyesi icin kullanildi.
Waterproof Silicon Carbid Paper, English Abrazives Ltd., Londra,
ingiltere.)

+ Ultraviyole cihazi (Orneklerin dezenfeksiyonu igin kullanildi. CanCan Ltd,
istanbul, Tlrkiye.)

3.1.2. Hiicre Kiltiirii Calismalari icin Kullanilan Gerecler

e Dikey akish  steril kabin (Hucre kdltarG test calismasinin
gerceklestiriimesinde kullanildi. Class Il Holten Laminar Flow, Danimarka.)

e inkiibatdr (Hiicre kiiltiriiniin ve deney érneklerinin DMEM solusyonunda
bekletiimesi asamasinda kullanildi. Heracell, Alimanya.)

e Isik mikroskopu (Hucre sayimi ve hicre canliligi kontroll igin kullanildi.

Olympus CH, Japonya.)
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inverted doku kultiri mikroskobu (Hucrelerin kiltir kabinin ylizeyini
kaplamalari ve Gremeleri incelendi. Olympus CK 40, Japonya.)

Sicak su banyosu (Besi ortamini 37°C’ye getirmek icin kullanildi.)

Santriflj cihazi (HUcre kaltirinin hazirlanmasinda kullanildi. Eppendorf,
Almanya.)

Cesitli boyutlarda pipetler. (Besiyeri ve diger sivilari gekmek icin kullanildi.
Nunc., Roskilde, Danimarka.)

Steril plastik T25 cm? kaplar. (Kaltar icerisinde hucrelerin Uremesi
asamasinda kullanildi. Nunc., Roskilde, Danimarka.)

6 gozli hiicre Uretme kabi. (Orneklerin besi ortamina konulup salinim
yapmasi agamasinda kullanildi. Nunc., Roskilde, Danimarka.)

96 go6zIu hicre Uretme kabi. (MTT testi sirasinda kullanildi. Nunc.,
Roskilde, Danimarka.)

Tripan mavisi (Hucre sayimi 6ncesi kullanildi. Sigma, ABD.)
Hemasitometre (Hucre sayimi, hicre canliigi kontroll igin kullanildi.
Burker, Almanya.)

PBS (Fosfat Tampon Solusyonu pH= 7.0) (Tripsinizasyon igleminde kultur
ortamindaki hucresel atiklarin ve serum artiklarinin uzaklastiriimasi
amaciyla kullanildi. Biochrom AG, Almanya.)

Tripsin / EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit (% 0,05 / 0,02)) (Hucrelerin
kultir kabi yuzeyinden ayrilmalarini saglamak amaciyla kullanildi.
Biochrom AG, Almanya.)

DMEM (Dulbeco’s Modified Essential Medium) besi yeri (Orneklerinin
saliniminin yapildigi ve hicre kiltarinin Uretidigi besi yeri. Biochrom AG,
Almanya.)

Fotal sigir serumu (FBS) (DMEM besi yerinin icindeki %10 oraninda

serum. Biochrom AG, Almanya.)
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e RPMI 1640 besi ortami (MTT solusyonu hazirlanma asamasinda fenol
kirmizisi icermeyen bu besi ortami MTT tuzu ile karngtirildi. Biochrom
AG, Almanya.)

e MTT tuzu (MTT testi sirasinda kullanildi. Sigma, ABD.)

e izopropil alkol (Formazan kritallerini ¢dzmekte kullanildi. Applichem,
Almanya.)

e Elisa okuyucusu. (MTT analizi sonrasi sonuglarin optik yogdunluk

degerlerinin belirlenmesinde kullanildi. Bio-Tek, Burlington, VT, ABD.)

e L-929 Fare Fibroblast Hucresi. (Aragtirmada kullanilan hicre dizisi. L-929
An, HUKUK 95030802: Sap Enstitiisti, Ankara, Turkiye.)

Resim 3: Deneyde kullanilan protez kaide materyalleri: a) Isi ile polimerize olan akrilik rezin,

b) Asetal rezin, c) Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin.
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Resim 4: Deney 6rneklerinin hazirlanmasinda kullanilan arag ve geregler:a) Pembe mum, b)

Celik kalip, c) Kumpas.
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Resim 5: Asetal rezin 6rneklerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler: a) Asetal rezin

tableti, b) Renk Skalasi, ¢) Ozel mufla, d) Enjeksiyon tiipl ve tableti.

Resim 6: Asetal Rezin Enjeksiyon Makinesi.

52



Resim 8: Deneyde kullanilan kaplar ve pipetler: a) 96 gézIU hilcre tretme kabi, b) 6 gozli

hiicre tretme kabi, c) Steril plastik T25 cm? kap, d) Pipet uclari, ) Santrifijj tibd, f) Pipetler.
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Resim 9: Hucre kiltird deney asamasinda kullanilan soltisyonlar: a) DMEM, b) FBS, c) MTT,
d) Tripsin/ EDTA sollsyonlari.

Resim 10: Hemositometre.

Resim 11: a) Isik mikroskobu, b) Inverted doku kiiltiirii mikroskobu.
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Resim 12: Elisa Okuyucusu.

3.2. Yontem

Rutin pratikte kullanilan 1s1 ile polimerize olan akrilik rezin,
kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ve asetal rezin materyallerin in
vitro kosullarda L- 929 fare fibroblast hlicre kiltarinde, MTT test yontemi ile
sitotoksisitelerinin degerlendirildigi bu galisma, Gazi Universitesi Dig Hekimligi
Fakdiltesi Protetik Dig Tedavisi Anabilim Dali ve Tarim ve Koy isleri Bakanlig

Sap Enstitlisu Arastirma Laboratuvari’nda yaratalda.

Arastirma yontemi;
1. Test 6rneklerinin hazirlanmasi,
2. Orneklere ait ekstraksiyon sivilarinin elde edilmesi,
3. Hucre kiltirinin hazirlanmasi,
4. 96 gozlu hicre Uretme kaplarinin hazirlanmasi,

5. MTT testinin uygulanmasi sirasiyla gergeklesmistir.
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3.2.1. Test Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismada ug farkl protez kaide materyaline ait 30’ar adet mum
ornek, 10 mm capinda ve 1 mm kalinlikta olacak sekilde, paslanmaz celik
kaliplar igerisinde hazirlandi.  Bu boyutlarin secgilme nedenleri sdyle
siralanabilir:

1. Tam ve bolumlu protezlerde 1 mm, minimum kalinlik dlgusudur.

2. Deney duzeneginde orneklerin besi yeri icine tamamen gomulebilmesi
gerekmektedir.

3. Sitotoksisite test yontemi icin, diskler besi yeri igine yerlestirildiginde, yluzey

/ vasat orani 0.5- 6 cm? / ml olmahdir®5272102.103

Deney materyallerinin polimerizasyon iglemleri, olusabilecek
kontaminasyon risklerini Onlemek amaciyla aseptik kosullara uyularak
gerceklestirildi. Tum polimerizasyon iglemleri Uretici firmalarin talimatlar
dogrultusunda gergeklestirildi. Bu iglemler igin ilk olarak yukarida da belirtildigi
gibi, 10 mm ¢apinda ve 1 mm kalinhiginda mum o6rnekler hazirlandi (Resim
13).

Resim 13: a) Mum 6rnekler, b) Mufla icine yerlestiriimis mum 6rnekler.
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Isi ile, ve kimyasal olarak polimerize olacak akrilik rezinler igin
hazirlanan mum o&rnekler metal muflalara alindi ve mum artiklarinin

uzaklastiriilmasi igin kaynar su iginde 5 dk bekletildi.

Eriyen mumlar basing¢li sicak su ile yikandi ve muflalarin
sogumalari beklendi. Muflalar soguduktan sonra ornek bosluklari lak ile izole
edildi.

Isi ile polimerize olan akrilik rezin polimer- monomer formunda
bulunmaktadir. Bu materyalin polimerizasyon islemi igin uretici firmanin
talimatlar dogrultusunda, 23 gr/ 10 ml olacak sekilde akril karigimi hazirlandi.
Rezinin kivamina ulagmasi igin karisimin hazirlandigi kabin tzeri kapatilarak
10 dk beklendi. Rezin hamur kivamina ulagtiktan sonra, rutin uygulanan
yontemlerle metal muflalardaki negatif bogluklara yerlestirildi. Prova kapanisi
yapilip tasan kisimlar temizlendikten sonra mufla 15 dk preste bekletildi.
Polimerizasyon ic¢in duretici firmanin talimatlari dogrultusunda, muflalar

100°C’de 20 dk boyunca termostatli su banyosunda kaynatildi.

Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinler, Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda 20 gr/ 10 ml oraninda polimer/ monomer karigsimi ile
hazirlandi. 3 dk’lik manipulasyon suresi sonrasi mufladaki 6rnek bogluklara
yerlestirilerek, preste 15 dk basing¢ altinda bekletildi. Oda isisinda 30 dk
bekletildikten sonra 6rnekler mufladan ¢ikarildi.

Asetal rezin orneklerin hazirlanmasi igin, 6zel muflanin alt
pargasl! icine uretici firma talimatlarina uygun olarak karigtirilan sert algi
dokuldd, mum ornekler enjeksiyon deliginden yaklasik 2 cm uzaga algi igine

yerlestirildi, mum enjeksiyon kanallari hazirlandi.

Mufla Ust parcasi yerlestirildikten sonra, Ust kapakta bulunan
delikten mufla i¢ boglugu algi ile dolduruldu. Algi sertlestikten sonra mufla su

icinde 1sitildi. Kaynama derecesine geldikten sonra 30 dk kaynatildi, mufla
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acildi ve eriyen mum uzaklastirildi. Mufla tekrar kapatildi. Enjeksiyon tipuine
asetal rezin tablet yerlestirildi. Enjeksiyon tipu ve mufla 6zel enjeksiyon

makinesine yerlestirildi.
Makine asagida belirtilen sekilde programlandi;

e Erime derecesi: 220°C,
e Enjeksiyon 6ncesi 220°C bekletme zamani: 20 dk,
e Enjeksiyon sonrasi 220°C bekletme zamani: 3 dk,

e Enjeksiyon basinci: 4 bar.

Program otomatik olarak tamamlandiktan sonra mufla acildi ve

ornekler algidan gikarildi (Resim 14).

Resim 14: Asetal rezinin mufladan ¢ikmis hali.

Tdm  ornekler, polimerizasyonlari tamamlandiktan sonra
milimetrik kumpas ile dlguldl. Tesfiye ve polisaj islemleri icin mikrogatlaklara
neden olabilecegi g6z 6ninde bulundurularak turlu aletler kullaniimadi. Bu
islemler icin 320 numara zimpara kullanildi. Tesfiye ve polisaj islemleri
tamamlandiktan sonra test Ornekleri steril su ile yikandi ve kurutuldu.
Ornekler, 6 g6zIu hiicre Uretme kaplarina yerlestirildikten sonra, 30 dk sireyle

ultraviyole 1sinina maruz birakilarak dezenfeksiyonlari saglandi (Resim 15).
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3.2.2. Orneklere Ait Ekstraksiyon Sivilarinin Elde Edilmesi

Dezenfeksiyon islemini takiben steril kabin igerisinde, 6 gozIu
hicre salinim kaplarina yerlestiriimis orneklerin Gzerine % 10 FBS ve % 1
Gentamisin iceren DMEM besi ortami konuldu. % 5 CO; iceren 37 °C
inkUbatorde 1.saat, 1.,3.,5.,7.,14. gunlik surelerde inkUibasyona birakildi. Her
bir inkibasyon suresi sonunda salinimin gergeklestigi ekstraksiyon sivilari,
steril kabin icerisinde, pipetler yardimi ile steril tiiplere alinarak -20°C’ye
kaldirildi (Resim 16).

Resim 15: 6 g6zli hlicre salinim kaplarina yerlestiriimis materyal érnekleri.

Resim 16: Orneklerin salinim sonrasi ekstraksiyon sivilarinin konuldugu steril tiipler.
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3.2.3 Hucre Kulturinun Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan L-929 fare fibroblast hicre kultiri Sap
Enstitust hdcre kualtiri koleksiyonundan saglandi (Resim 17). Hucreler
saklama ortamlari olan -196°C‘den ¢ikarilarak 37°C’deki su banyosunda kisa
surede c¢ozunmeleri sadlandiktan sonra 800 devirde 5 dk santrifije edildi.
Santrifigasyondan sonra Ustteki supernatan kisim atilarak pleyt icerisindeki
hicreler, iginde % 10 FBS ve % 1 Gentamisin igeren DMEM besi ortami ile
T25 cm? hiicre kdltir(i iretme kabina alinarak ve 37 °C, % 5 CO; ‘li etiive
kaldirildr.
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Resim 17: L-929 hicrelerinin invert mikroskop altindaki gérinimu.

Hucrelerin kultur kabinin yuzeyini kaplamalari ve Uremeleri doku
kalturd mikroskobunda kontrol edildi. Yuzeyi tamamen kapladiklarinda kaltur
kabindaki besi ortami kultur ortamindan aspire edildi. Kultir ortamindaki
hicresel atiklarin ve serum artiklarinin uzaklagtiriimasi amaciyla divalent

katyonlari (Ca2+, Mg2+) icermeyen PBS ile hucrelerin yuzeyi yikandi.

Sonrasinda tripsin- EDTA (% 0,05- %0,02 g/ml) solusyonu ile
ylkanarak tripsinize edilerek, 37°C’ deki inkubatérde yaklasik 5-10 dk
inklbasyona birakildi. Bu sire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak
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incelenen hucrelerin kultur kabi yuzeyinden ayrildiklar goruldi. Yuzeyden
ayrilan hacreler % 10 serum igeren besi ortami ile 5 dk santrifUje edilmis
(800-1000 rpm); slpernatan kisim atildiktan sonra pleytdeki hucrelerin
sicakhigi tekrar 37°C’ye getirilerek, % 10 serum ve % 1 antibiyotikli DMEM
besi ortami ile homojenize edilmis ve hucre suspansiyonu 3 adet T25 cm2
kultar kabina bolunerek hucre pasajlama islemi tamamlanmigtir. Bu sekilde 3

seri pasaj yapimigtir.

3.2.4. 96 Gozlii Hiicre Uretme Kaplarinin Hazirlanmasi

Logaritmik Ureme fazinda olan, aktif ve yuzeyi % 90-95
oraninda kaplamis hucreler, pasajlama isleminde oldugu gibi kultir kabi
yuzeyinden ayrilarak ve serumlu besi ortami ile hucre suspansiyonu
hazirlandi. Hlcre sayimi icin 0.9 ml hicre stspansiyonu Uzerine 0.1 ml tripan
mavisi solusyonu ilave edilerek, hemasitometre ile 151k mikroskobunda hucre

sayimi yapildi ve ayni zamanda hicre canhligi kontrol edildi.

96 gozlu hicre Uretme kaplari igin istenilen yogunluktaki hicre
saylisi hesaplandi ve bu sayimdaki hicre % 10 FBS ve % 1 antibiyotik igceren
DMEM besi ortami ile homojenize edilerek mililitresinde 4x10* hiicre/ml
olacak sekilde hilcre suspansiyonu hazirlandi. Bu hlcre suspansiyonu 96
g6zlu hicre uretme kaplarina 100 ml/g6z olacak sekilde taksim edilerek % 5
COli inkUbatorde 24 saat inkUbasyona birakildi. Bu stre sonunda 96 gozIu
hicre uretme kaplarindaki hucreler inverted doku kultiri mikroskobunda
uremeleri ve ortamin sterilitesi kontrol edildikten sonra kultir ortamindaki
DMEM besi ortami aspire edilerek uzaklastirildl. Yerine daha onceden
hazirlanan -20°C’den cikartilarak sicak su banyosunda 37°C sicakliga
getirilen salinim besi ortamlari, 100 pl/géz olarak taksim edildikten sonra yine

% 5 CO7’ li inkuibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.5._ MTT Testinin Uygulanmasi
MTT, fenol kirmizisi icermeyen RPMI 1640 besi ortami ile

karistirihp homojenize edilerek 5 mg/ml olan MTT sollUsyonu hazirlanmistir.

24 saat inkubasyona birakilan 96 go6zli hdcre Uretme
kaplarindaki ekstraksiyon sivilari ve hicre kontrol gézu inkibasyon sonrasi
uzaklastiriimis ve hucre Uretme kaplarina 100 ul/g6z olacak sekilde DMEM
besi ortami ve 13 ul/gdz MTT sollisyonu koyularak karanlk bir ortamda 37
C>de %5 CO.'li inkiibatérde 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
MTT solusyonu aspire edilerek ortamdan uzaklastiriimigtir. 96 gozIu hucre
uretme kaplarina izopropil alkol 100 ul/gdz olacak sekilde koyulmustur ve
formazan kristallerinin tamamen ¢ézinmesi ile almig oldugu mor renge
donldsimunu  takiben hicre Uretme kaplann  ELISA  okuyucusuna
yerlestirilmistir (Resim 12). Olusan formazonun optik yogunlugu 570 nm

okunarak belirlenmisgtir.

Resim 18: Hicrelerin MTT ile reaksiyonundan sonra olusan formazan kristalleri (10X).
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Resim 19: 96 Gozlii Hiicre Uretme Kaplar.

Calismamizda asetal rezin ve akrilik rezin érneklerinden 1.saat,
1.,3.,5.,7.,14. gunlerde elde edilen salinim vasatlarinin sitotoksisitesinin
belirlenmesi amaciyla uyguladigimiz MTT Uger kez tekrarlanmistir (Resim
19).

Deney sonucunda gruplarin optik yogunluk degerleri elde
edilmigtir. Hucre kontrol grubu dikkate alinarak hidcre canlilik yuzdeleri
hesaplanmistir. Hlicre kontrol grubu, sadece hicre ve hicre kultart Gretmek
icin kullanilan besi ortamindan olugsmakta, c¢alismada kullanilan rezin

orneklerinden elde edilen salinim vasatlarini icermemektedir.
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3.3. istatistiksel Degerlendirme

Protez kaide maddelerinin MTT testi ile elde edilen optik
yogunluk degerlerine ait ortalamalarinin istatistiksel degerlendirmesi, SPSS
15.0.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois 60606, USA) istatistik programinda
yapilmistir.

Deney sonuglarindan elde edilen verilerin dagiliminin normal
olup olmadigi Shapiro-Wilks Testi ile arastiriimistir. Grup ortalamalarinin
karsilastirlmasi icin tek yonlu varyans analizi (ANOVA) kullaniimistir.
Varyans analizi sonuglarina gére grup ortalamalarinin istatistiksel olarak farkh
bulunmasi durumunda farklihgin hangi gruptan kaynaklandiginin tespit
edilmesi igin ¢oklu karsilastirma testleri yapiimigtir. Kontrol grubu ile deney
gruplarinin karsilagtirlmasinda c¢oklu kargilagtirma testlerinden Dunnet; diger
karsilastirmalarda  Tukey  HSD  yapilmistir.  Yapilan istatistiksel

degerlendirmelerde glven duzeyi %95 olarak kabul edilmistir (p < 0.05).
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4. BULGULAR
Arastirma bulgulari asagidaki sekilde dizelenmistir:

4.1. Protez kaide maddelerinin alti farkli inkibasyon periyodunda

sitotoksisitelerinin karsilastiriima bulgulari,

4.2. Farkh inkUbasyon surelerinde protez kaide maddelerinin

sitotoksisitelerinin karsilastiriima bulgulari.

Calismamizda kullanilan ug¢ farkli protez kaide maddesi
orneklerinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. gunluk sureler sonundaki sitotoksisite
degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait
ortalamalari, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri ve hucre

canlilik ylzdeleri Tablo 4’te verilmigtir.

Tablo 4’'te gosterilen hicre canlilik yuzdeleri, hicre kontrol
grubu ortalama degeri % 100 kabul edildiginde, diger gruplarda basit oran

hesabi ile elde edilen % degeridir ve canli hiicre oranini simgelemektedir.

Ug¢ farkli protez kaide maddesi o©rneklerinin 1. saat ve
1.,3.,5.,7.,14. gunluk sureler sonundaki sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi
elde edilen optik yodunluk degerlerine ait ortalamalari Grafik 1 ve 5'de

gosterilmistir.
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Grafik 1: Ug farkh protez kaide maddesi érneklerinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. giinliik

siireler sonundaki sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk

degerlerine ait ortalamalar.
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Tablo 4: MTT Testi sonucu elde edilen optik yogunluk degerlerine ait bulgularin

standart sapma, minimum ve maksimum degerleri ve hiicre canlilik yiizdeleri.

Protez Hiicre
Kaide Zaman | N Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata | Minimum Maksimum Canlihk
Materyali Yiizdesi (%)
Kontrol 24 7471 .0730 .0150 .64 .89 100.00
1.saat 24 .6883 .0645 .0132 .60 .84 92.12
1.gUn 24 6725 .0790 .0161 .55 .83 90.01
3.glin 24 4363 .0457 .0093 .37 .54 58.39
Asetal Rezin
5.gun 24 4063 .0410 .0084 .33 .50 54.38
7.9ln 24 4500 .0731 .0149 .31 .63 60.23
14.gin | 24 .5042 .1001 .0204 .31 73 67.48
1.saat 24 .6863 .0622 .0127 .60 .79 91.86
1.gln 24 .6158 .0482 .0099 54 71 82.45
Isi ile 3gin | 24 6175 0473 0097 53 72 82.65
Polimerize
Olan Akrilik
Rezin 5.gun 24 .6804 .0699 .0143 .55 .78 91.07
7.gln 24 .6838 .0608 .0124 .58 .80 91.52
14.gln 24 7404 .0970 .0198 .58 .90 99.10
1.saat 24 .6512 .0479 .0098 .55 75 87.16
1.gUn 24 .5654 .0494 .0101 49 .66 75.67
Kimyasal
Olarak 3.gln 24 .5875 .0440 .0090 .50 .66 78.63
Polimerize
Olan Akrilik | 5g0n | 24 | 6692 0554 0113 55 77 89.57
Rezin
7.gin 24 .6696 .0588 .0120 .52 74 89.62
14.gin | 24 .7200 .0815 .0166 .58 .88 96.37
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4.1. Protez kaide maddelerinin alti farkh inkiibasyon periyodunda

sitotoksisitelerinin kargilastiriima bulgular

Asetal rezinin inkibasyon sureleri agisindan hucre canlihgi
degerlendirildiginde; en yuksek canlilik degeri % 92.12 ile 1. saatte; en dusuk
canlihk degeri ise % 54.38 ile 5. ginde goézlenmistir (Grafik 2) (Tablo 4).
Asetal rezinin sitotoksik etkisi, 1.saat ile 3.,5.,7.,14. gunler; 1.gun ile
3.,5.,7.,14. gunler; 3. gun ile 14. gun; 5. gun ile 14. gun inkUbasyon periyotlari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik géstermektedir (p<0.05) (Tablo
5).

Asetal Rezin

0.8

0.6

0.5 1F

0.4 L —— | O Asetal Rezin

0.3 I

0.2 |

1.saat 1.glin 3.gin 5.gln 7.9Un 14.gun

Grafik 2: Asetal rezinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. giinlik siireler sonundaki sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.
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Isi ile polimerize olan akrilik rezinin inkUbasyon sureleri
acisindan hucre canliigi degerlendirildiginde; en yuksek canhlik degeri %
99.10 ile 14. ginde; en dusuk canlilik degeri ise % 82.45 ile 1. glnde
g6zlenmistir (Grafik 3) (Tablo 4). inkiibasyon sureleri arasindaki sitotoksik etki
degerlendirildiginde; 1. saat ile 1.,3.,14. gunler; 1.gun ile 5., 7.,14, gunler; 3.
gun ile 5., 7.,14. gunler; 5. gun ile 14. gun; 7. gun ile 14. gun inkUbasyon
periyotlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gdéstermektedir
(p<0.05) (Tablo 5).

Isi lle Polimerize Olan Akrilik Rezin

0.9
T
0.8 _l_

0.6 1 -

0.5 1 —1 |@lsi lle Polimerize Olan Akrilik
0.4 1| _— Rezin

0.3 + —
0.2 + —
0.1 + —

1.saat 1.gln 3.gln 5.gln 7.gln 14.gun

Grafik 3: Isi ile polimerize olan akrilik rezinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. glinliik sureler
sonundaki sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk

degerlerine ait ortalamalar.
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Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinin inkUbasyon
sureleri agisindan hucre canlihgr degerlendirildiginde; en yuksek canlilik
degeri % 87.16 ile 14. ginde; en dusuk canlihk degeri ise % 75.67 ile 1.
gunde gozlenmistir (Grafik 4) (Tablo 4). Kimyasal olarak polimerize olan
akrilik rezinin sitotoksik etkisi, 1.saat ile 1.,3.,14. gunler; 1.gun ile 5.,7.,14.
gunler; 3. gun ile 5.,7.,14. gunler; 5. gun ile 14. gun; 7. gun ile 14. gun
inklbasyon periyotlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk
gOstermektedir (p<0.05) (Tablo 5).

Kimyasal Olarak Polimerize Olan Akrilik Rezin

0.9

0.8 _L

0.7 +— 1 1 T

06 T I —==

0.51 O Kimyasal Olarak Polimerize
0.4 +— I Olan Akrilik Rezin

0.3 —

0.1 +— —

1.saat 1.gln 3.glin 5.gun 7.gun 14.glin

Grafik 4: Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. gunlik
siireler sonundaki sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk

degerlerine ait ortalamalar.
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Grafik 5: Ug farkh protez kaide maddesi ve kontrol gruplarina ait érneklerin 1. saat ve
1.,3.,5.,7.,14. glinliik sureler sonundaki sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi elde
edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar (A: Asetal rezin, B: Isi ile polimerize

olan akrilik rezin, C: Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin).
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Tablo 5: Ug farkli protez kaide maddesinin alti farkh inkiibasyon periyodunda

sitotoksisiteleri arasinda istatistiksel anlamlilik tablosu.

1.SAAT | 1.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN | 14.GUN
1.SAAT 970 .000 .000 .000 .000
1.GUN .970 .000 .000 .000 .000
3.GUN .000 .000 676 .984 013
Asetal Rezin
5.GUN .000 .000 676 263 .000
7.GUN .000 .000 984 263 .087
14.GUN .000 .000 013 .000 .087
1.SAAT .004 .006 1.000 | 1.000 013
1.GUN .004 1.000 012 .007 .000
It lle 3.GUN .006 1.000 016 .009 .000
Polimerize
Olan Akrilik .
Rezin 5.GUN 1.000 012 016 1.000 .005
7.GUN 1.000 .007 .009 1.000 .009
14.GUN 013 .000 .000 .005 .009
1.SAAT .000 .003 .889 879 .001
1.GUN .000 768 .000 .000 .000
Kimyasal .
Olarak 3.GUN .003 768 .000 .000 .000
Polimerize
Olan Akrilik | 5 GUN 889 .000 .000 1.000 031
Rezin
7.GUN 879 .000 .000 1.000 .033
14.GUN .001 .000 .000 .031 .033
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4.2. Farkh inkubasyon siurelerinde protez kaide maddelerinin

sitotoksisitelerinin karsilastiriimasi bulgulari

1 saatlik inklbasyon suresinde protez kaide maddelerinin hucre
canliliklari de@erlendirildiginde en yuksek canlilik degeri % 92.12 ile asetal
rezin, en dusuk canlilik degeri ise % 87.16 ile kimyasal olarak polimerize olan
akrilik rezine aittir (Grafik 6) (Tablo 4).

1.saat

0.78
0.76
0.74
0.72

0.7
0.68
0.66
0.64
0.62

0.6

‘D 1.saat‘

Asetal Rezin Isi lle Polimerize Olan Kimyasal Olarak
Akrilik Rezin Polimerize Olan Akrilik
Rezin

Grafik 6: 1 saatlik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.

1.saatte kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir farklihk varken diger protez kaide maddeleri

arasinda anlaml bir farklihk gézlenmemistir (Tablo 6).

1.glinde en yuksek canlilik degeri %90.01 ile asetal rezin iken
en dusuk canhlik degeri %75.67 ile kimyasal olarak polimerize olan akrilik
rezine aittir (Grafik 7) (Tablo 4). 1.ginde bitin gruplar arasinda anlaml bir
farkhlik gorulmustur (p<0.05) (Tablo 6).
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1.gun
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Asetal Rezin Isi lle Polimerize Olan Kimyasal Olarak Polimerize
Akrilik Rezin Olan Akrilik Rezin

Grafik 7: 1 gunliik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.

3. gunde en yuksek canllik degeri %82.65 ile 1si ile polimerize
akrilik rezin en dusuk canhlik degeri %58.39 ile asetal rezine aittir (Grafik 8)
(Tablo 4). 3.gunde 1s1 ile polimerize akrilik rezin ile kimyasal olarak polimerize
olan akrilik rezin arasinda anlaml bir farklilik yokken diger gruplar arasinda
anlamh bir farklihk goéralmustir (p<0.05) (Tablo 6).

5. gunde en yuksek canlilik degeri %91.07 ile 1si ile polimerize
olan akrilik rezin en dusuk canhlik degeri %54.38 ile asetal rezine aittir (Grafik
9) (Tablo 4). 5.gunde 1si ile polimerize olan akrilik rezin ile kimyasal olarak
polimerize olan akrilik rezin arasinda anlamli bir farklilik yokken diger gruplar

arasinda anlamli bir farklilik gordimustur (p<0.05) (Tablo 6).
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3.glin

Asetal Rezin Is1 ile Polimerize Olan Kimyasal Olarak Polimerize
Akrilik Rezin Olan Akrilik Rezin

Grafik 8: 3 giinliik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.

5.gln

Asetal Rezin Ist lle Polimerize Olan  Kimyasal Olarak Polimerize
Akrilik Rezin Olan Akrilik Rezin

Grafik 9: 5 giinliik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.
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7. gunde en yuksek canlilik degeri %91.52 ile is1 ile polimerize
olan akrilik rezin en dusuk canhlik degeri %60.23 ile asetal rezine aittir (Grafik
10) (Tablo 4). 7.gliinde is1 ile polimerize olan akrilik rezin ile kimyasal olarak
polimerize olan akrilik rezin arasinda anlamli bir farklilik yokken diger gruplar
arasinda anlamh bir farklihk goériimustir (p<0.05) (Tablo 6).

7.gun
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Akrilik Rezin Olan Akrilik Rezin

Grafik 10: 7 gunliik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.

14. gunde en ylksek canlilik degeri %98.44 ile 1si ile polimerize
akrilik rezin en duguk canlilik degeri %67.48 ile asetal rezine aittir (Grafik 11)
(Tablo 4). 14.gunde asetal rezin ile diger gruplar arasinda anlaml bir farklilik
varken (p<0.05); diger gruplar arasinda anlamh bir farkhlik gézlenmemistir
(p>0.05) (Tablo 6).
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Asetal Rezin

Isi lle Polimerize Olan

14.gin

Akrilik Rezin

Kimyasal Olarak Polimerize
Olan Akrilik Rezin

Grafik 11: 14 gunliik inkiibasyon siiresinde protez kaide maddelerinin sitotoksisite

degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerine ait ortalamalar.

1.saat

1.gin

3.gln

5.giin

7.gin

14.giin

O Asetal Rezin

m Isi lle Polimerize Olan Akrilik Rezin

0 Kimyasal Olarak Polimerize Olan
Akrilik Rezin

Grafik 12: Farkh inkiibasyon sirelerinde ii¢ farkhh protez kaide maddesine ait

sitotoksisite degerlendirmeleri sonrasi elde edilen optik yogunluk degerlerinin

ortalamalari.
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Tablo 6: Ug farkli protez kaide maddesi ve kontrol grubu arasinda istatistiksel

anlamlilik tablosu (ASR: Asetal rezin, ISI: Isi ile polimerize olan akrilik rezin, KiM:

Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin).

KONTROL ASR ISI KIM
KONTROL 005 .003 .000
ASR 005 999 176
1.SAAT
ISI 003 999 219
KiM .000 176 219
KONTROL .000 .000 .000
) ASR .000 015 .000
1.GUN
ISI .000 015 037
Kim .000 .000 037
KONTROL .000 .000 .000
) ASR .000 .000 .000
3.GUN
ISI .000 .000 222
KIM .000 .000 222
KONTROL .000 .001 .000
) ASR .000 .000 .000
5.GUN
ISI .001 .000 920
KIM .000 .000 920
KONTROL .000 004 .000
) ASR .000 .000 .000
7.GUN
ISI 004 .000 883
Kim .000 .000 883
KONTROL .000 998 585
) ASR .000 .000 .000
14.GUN
ISI 998 .000 635
Kim 585 .000 635
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Batan materyallerin MTT testi sonucu elde edilen optik yogunluk
degerleri incelendiginde; 1., 3., 5., 7. gunlerde, U¢ protez kaide maddesinde
kontrol grubuna gore daha fazla sitotoksik etki gozlenmistir ve farklilik

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05) (Tablo 6).

Elde edilen veriler sonucunda, asetal rezin igin; 1.gunde, 1.
saate gore sitotoksisitesinde artma (hicre canliiginda azalma) gozlenirken
bu artig istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0.05). Asetal rezinin
sitotoksisitesindeki artma, diger inkUbasyon periyotlari ile kargilastirildiginda,
3. ve 5. gunlerde maksimum seviyeye ulasmis ve sitotoksisitedeki bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 1.ve 3. gunden sonra
sitotoksik etkide artma (hucre canlihginda azalma) gozlenmektedir. 5. ginden

sonra sitotoksik etkide azalma vardir.

Elde edilen veriler sonucunda, protez kaide maddeleri arasinda
3.,5.,7.,14, glnlerde en fazla sitotoksik etki asetal rezinde gézlenmistir. Ancak
1. saat ve 1.gunde, U¢ protez kaide maddesi karsilastirildiginda, en az

sitotoksik etki asetal rezinde gézlenmistir (Grafik 1, 4).

Batun inkdbasyon surelerinde, 1si1 ile polimerize olan akrilik
rezin, kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinden daha az sitotoksik etki

gOstermistir (Grafik 1, 4).
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MTT testi sonucunda elde ettigimiz hicre canliigin sayisal
degerleri disinda gruplara ait pleytlerdeki hucrelerin, doku kultird mikroskobu
altindaki goérinumleri sayesinde degerleri tekrar gbzden gecirmek ve
sonuglarin saglamasini yapmak mumkun olmustur. Fibroblast hucresinin
normal gorintisunde, hlcreler purlzsuz ve i§ yapisindadir. Hicre kontrol
grubunun mikroskobik goruntilerinde hicrelerin kenar konturlarinin parlak
oldugu ve membran yapisinin saglam oldugu goérulmektedir (Resim 20).
Sitotoksisiteye bagli olarak hlicre yapilarinda bazi degisiklikler olusmaktadir.
Toksisiteyi gosteren bulgular; hlcrelerin  yuvarlaklagsmasi, ylzeyden
ayrilmasi, hucre yapilarindaki morfolojik bozukluk ve devlesmis hicre
yapilarinin varhgidir. Hucre yapilarindaki zamana ve sitotoksisitedeki artisa

bagli ortaya ¢gikan degisiklikler Resim 21, 22, 23‘ te yer almaktadir.

Resim 20: Kontrol grubuna ait mikropleytin doku kiiltiirii mikroskobu altindaki
goriinimii.
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Resim 21: Asetal rezine ait mikropleytlerinin doku kiiltiirii mikroskobu altindaki
gorinumii. (a: 1.saat, b: 1. giin, c: 3. glin, d: 5.glin, e: 7.giin, f: 14.giin).

81



Resim 22: Isi ile polimerize olan akrilik rezine ait mikropleytlerinin doku kultiri
mikroskobu altindaki goriiniimii. (a: 1.saat, b: 1. giin, c: 3. giin, d: 5.giin, e: 7.giin, f:
14.giin).
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Resim 23: Kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ait mikropleytlerinin doku
kulturid mikroskobu altindaki goriiniimii (a: 1.saat, b: 1. giin, c: 3. giin, d: 5.giin, e:
7.giin, f: 14.giin).
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5. TARTISMA

Dis hekimligi pratiginde kullanima sunulan materyallerin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinin yani sira, biyolojik testlerle de standardize edilmis
olmalari son derece o6nemlidir. Canli dokularla surekli temas halinde olan

maddelerin biyolojik yonden uyumlu olmalari gereklidir.

Protetik dis tedavilerinde hareketli ve tam protezler basta olmak
Uzere, kaide maddelerinin genis uygulama alanlari bulunmaktadir. Isi ile ve
kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezinlerin; formaldehit, benzoik asit,
metil  metakrilat, metakrilik asit gibi toksik maddeler icerdigi
gosterilmistir*®®1% Protez kaide maddelerinin toksisiteleri ve alerjik olma
potansiyelleri ile ilgili problemler alternatif materyal arayislarini gindeme
getirmistir. Formaldehitin polimerizasyonu ile elde edilen asetal rezin, protez
kaide maddesi olarak 50 yil énce piyasaya sunulmustur'®. ilgili literatiirler
incelendiginde asetal rezinin fiziksel 6zellikleri ile ilgili calismalar bulunmasina
ragmen, biyolojik uyumlulugu ile ilgili dis hekimligi literatirinde calismaya
rastlanmamigtir. Bu nedenle bu tez calismasinda rutin pratikte kullanilan
kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin, isi ile polimerize olan akrilik rezin
ve protez kaide maddesi olarak kullanilabilen asetal rezinin, klinik basar
acisindan onemli belirleyicilerden olan biyouyumlulugunun in vitro olarak

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Arastirmada, protez kaide maddelerine ait mum ornekler, 10
mm capinda ve 1 mm kalinlhikta hazirlanmigtir.  Bu boyutlarin secilme
nedenleri; tam ve bolumll protezlerde 1 mm’nin minimum kalinhk o6lglsu
olmasi, deney duzeneginde orneklerin besi yeri icine tamamen gomulmesi
gerekliligi, sitotoksisite test yonteminde, diskler besi yeri igine

yerlestirildiginde, yiizey/vasat oraninin 0.5- 6 cm?/ml olmasi gerekliligidir>®?

72,102,103
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Dis hekimliginde kullanilan materyallerin dokular Uzerinde
yarattigi toksik etkilerinin degerlendiriimesinde in vitro ve in vivo kosullarda
yuriitilen yontemler kullaniimaktadir'®19"% Hayvan deneylerinin pahali ve
zaman alici olmasli, hayvanlarin beslenme ve bakimiyla ilgili sorunlarla
kargilagilabilmesi, bilimsel arastirmalarda hayvan deneklerin kullanimi

sinirlandirmaktadir'®11°,

in vitro kosullarda yiiriitiilen test yéntemleri, materyallerin temel
biyolojik fonksiyonlar Gzerine etkilerinin ve bunlara kargi olusan hucresel
yanitlarin belirlenmesinde yardimci olmaktadirlar. in vitro galismalar; kontrol
edilebilen kosullarda yudratilen ve hulcresel toksisitenin  mekanizmasini

aciklayan, uygulanmasi kolay arastirmalardir °°.

Hucre kualturd test yontemleri, dis hekimliginde kullanilan
materyallerin biyolojik uyumlulugunun degerlendiriimesi konusunda son
yillarda tercih edilen énemli ydntemlerden biri olmustur®®'®”""". Hiicre kiiltiir(i
test yoOntemleri, bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, tekrarlanabilme
Ozellikleri, ara asamalarda kontrollerinin kolay olmasi, materyaller arasinda
parametrik kargilastirmalara olanak tanimalari gibi nedenlerden dolay: tercih

edilmektedir®®''2113 By

calismada da, protez kaide maddelerinin
sitotoksisiteleri, in vitro kosullarda hiucre Kkdlturd test yontemi ile

degerlendirilmigtir.

Materyallerin test edilmeleri esnasinda izlenecek yollari standart
hale getirmek amaciyla ASTM, ISO, ADA gibi bazi kuruluslar bulunmaktadir.
Test drneklerinin hazirlanmasinda “ISO’nun 10993 — 5 numarali protokollntn

“Sitotoksisite testleri - in vitro yontemler” bolimu rehber alinmigtir.

in vitro galismalarla materyallerin biyouyumlulugu belirlenirken
kullanilan test yontemlerinin yani sira, materyalin etkisinin incelenecegi hucre

tipi de 6nem tasimaktadir. Hlcre kultiri calismalari genel olarak farkh
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dokulardan Uretimi saglanabilen 2 tip (primer ve devamli) hicre kultird
lizerinde yapilmaktadir®. Primer hiicre kiiltiirleri, kontrollerinin son derece giic
olmasi, hucrelerin standardizasyonun saglanamamasi, Uretim asamasindaki
zorluklari ve hassas hicreler olmalari nedeniyle calisma sirasinda ortaya
¢ikabilen sorunlara ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri ve
kromozomal anomalilerin gorulmemesi nedeniyle pek ¢ok c¢alismada
kullanilmaktadir.  Spesifik metabolik potansiyele sahip primer hicrelerin
kullanimi, in vivo sartlara daha yakin deneysel kosullar olusturmaktadir'™,
Devamli  hucre kdlturleri, aneuploid kromozoma sahiptirler, hizli
uremektedirler ve dogru pasajlandiklarinda uzun sure yasatiimalari
muUmkandur ve elde edilmeleri primer hucre kuilturlerine gore daha kolaydir.
Ayrica genetik ve metabolik olarak stabil olduklarindan test sonuglarinin
standardizasyonu kolay gerceklestirimekte ve uzun doénem fenotipik
Ozelliklerinde kayip s6z konusu olmamaktadir. Bu c¢alismada, avantajlari

nedeniyle devamli hicre kulturlerinin kullanimi tercih edilmistir.

Dis hekimliginde kullanilan rezinlerin sitotoksik ozelliklerini

belirlemek amaci ile gunimuize kadar duzenlenen aragtirmalarda, insan

79091115116 oral epitelyal hiicreler*>®%1%  3T3 fare

91,93,117,119,120

gingival fibroblastlar
fibroblast hiicreleri""''® 1.929 fare fibroblast hiicreleri gibi cesitli
hdcre dizilerinin kullanildigi gorulmektedir.

Schedle ve arkadaslari''' metal alasimlarinin  sitotoksik
etkilerini, L-929, diseti fibroblast ve mast hicrelerinde 7 gun sire ile
incelemiglerdir. Arastirmacilar calisma sonucunda, in vitro sitotoksisite
testlerinde L-929 fibroblastlarinin, primer diseti fibroblast ve mast hucre
kdltarlerine oranla, dUreme vyeteneklerinin gelismis olmasi nedeniyle

kullanimlarinin uygun olacagini belirtmiglerdir.

Thonemann ve arkadaslar'®', rezin bilesiklerin sitotoksisitesini;

primer sigir dis papillasi hdcreleri (CPC), SV40T antijeniyle transforme edilen
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CPC hucreleri (tCPC B), E6/E7 onkojeni ile transforme edilen CPC hucreleri
(tCPC E) ve L-929 fare fibroblast hucrelerinde degerlendirmis; 24 saat
inklbasyon sonunda sonuglari MTT analizi ile degerlendirmislerdir. Calisma
sonucunda kullanilan hicrelerin hassasiyetleri CPC = tCPC B < tCPC E < L-
929 seklinde siralamiglar, L929 fare fibroblast hicresinde daha hassas

sonuglar elde edildigini gostermiglerdir.

Saw ve arkadaslari'??, yaptiklari sitotoksisite calismalarinda
gecerliligi, popdulerligi ve in vitro kosullarda Ureyebilmesi nedeniyle L929

hlcrelerini tercih etmislerdir.

Taira ve arkadaslan®’, dért farkl fibroblast kiltiirinde metil
metakrilat monomerinin sitotoksik etkisini 6 gun sure ile incelemislerdir. L929,
C3H10T1/2, Balb3T3 klon A31, MC3T3-E1 hicre kultarlerinin hepsinde
istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etki olusturduklarini gozlemiglerdir.
Balb3T3 klon A31 hucrelerinin toksik maddelere en hassas oldugunu
belirtmiglerdir.

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksik 6zelliklerinin
incelenmesinde L-929 veya 3T3 fare fibroblastlari, kolay bulunabilmeleri,
¢ogalma oranlari ve biyolojik cevaplari nedeniyle sitotoksisite testlerinde rutin
olarak kullaniimakta; ISO tarafindan baslangi¢ sitotoksisite

degerlendirmelerinde kullaniimasi énerilmektedir''"%,

Bu arastirmada da, protez kaide maddelerinden hazirlanan
deney Orneklerinden 1.saat ve 1.,3.,5.,7.14. gin sonundaki inkibasyon
periyotlarinda elde edilen ekstraktlarin in vitro olarak sitotoksisitelerinin
kargilagtirlmasinda, standart biyolojik cevabin elde edilebilmesi amaciyla L-

929 fare fibroblast hucrelerinin kullanimi tercih edilmistir.

Sitotoksisite testlerinde, hicre 6lumu en 6nemli degerlendirme

kriterlerinden biridir. Literaturde, sitotoksisite, suksinik dehidrogenaz (SDH)
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isimli mitokondriyal enzimin aktivitesinin MTT testi kullanilarak oOlgulmesiyle

degerlendirilen cesitli calismalar mevcuttur'?4125:126.127,

Schweikl ve Schmalz'?’, kimyasal olarak farkli yapida olan dis
hekimligi materyalleri Uzerinde MTT, notral kirmizi ve kolorimetrik hicre
cogalmasini  oOlcen test yoOntemlerinin  hassasiyetini  inceledikleri
calismalarinda; MTT testinin sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilabilecek
guvenilir, etkili ve ekonomik bir yontem oldugunu belirtmiglerdir. Bean ve
arkadaslar'® da, ayni anda cok sayida drnegin test edilebilmesine olanak
saglayan MTT test yonteminin hucre igi biyokimyasal degisiklikleri gostermesi
ve tekrarlanabilir sonuglara ulasilabilmesi nedeniyle tercih edilmesi gerektigini

vurgulamiglardir.

Wataha ve arkadaslar'®, dis hekimliginde kullanilan
alasimlarin  toksik etkilerini farkli sitotoksisite test yontemleri ile
karsilastirmislardir. Sonugta, MTT yonteminde kullanilan boyanin, hucre
icerisinde kisa surede metabolize edilebilmesi; verilerin Elisa okuyucusunda
ya da spektrofotometrik olarak degerlendiriimesi nedeniyle tekrarlanabilir
olmasi; farklh zamanlarda yapilan arastirmalara ait sonuglarin
karsilastirilabilmesi gibi nedenlerden dolayi; bu yontemin diger sitotoksisite

testlerine oranla daha avantajli oldugunu ifade etmiglerdir.

Aragtirmamizda, enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT
testi, sitotoksisite testleri icerisinde tekrarlanabilirligi, uygulama kolayligi, hizh
sonug elde edilmesi, materyallerin ¢cok dusuk duzeydeki toksisitelerinin bile
deg@erlendiriimesine imkan vermesi gibi avantajlari nedeniyle tercih
edilmistir®® 130131,

Deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde, elde edilen
verilerin normal dagilima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla

Shapiro-Wilks Testi kullaniimistir. Shapiro-Wilks testinin kullaniimasinin
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nedeni, kuguk orneklem hacimlerine uygulanabilecek normallik varsayimini
sinayan en guglu test olmasidir. Tum gruplardaki verilerin normal dagilima
uydugu test edildikten sonra grup ortalamalarinin kargilastirilmasi igin
parametrik testlerden tek yonll varyans analizi (ANOVA) kullaniimistir. Tek
yonlU varyans analizinin kullanilma nedeni, grup ortalamalari karsilastirilirken
sayet veriler surekli ise, gruplar bagimsizsa ve karsilastirilan grup sayisi 3'ten
fazla ise gruplar arasindaki istatistiksel anlamlihgr test etmek igin
kullanilabilecek en uygun yontem olmasidir. Tek yonlu varyans analizi
sonucunda grup ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmus ve farkin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit etmek
icin ¢oklu kargilastirma testleri yapiimistir. Calismadaki her bir deney grubu
ile kontrol grubunu karsilastirmak icin ¢oklu karsilastirma testlerinden Dunnet
yontemi; gruplar arasindaki diger karsilagtirmalarda Tukey HSD yontemi
kullaniimistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde guven dizeyi %95
olarak kabul edilmigtir (p < 0.05).

in vitro sitotoksisite testleri tasarlanirken, testlerin materyalin
klinik kullanimini, direk ve indirek temas yollarini taklit etmesi hedeflenir.Direk
hicre materyal temasi test orneklerinin hucrelerin Uzerine yerlestiriimesi ile

Saglan|r1 11,132,133,134.

Diger bir direk temas sekli ise ekstraktlarinin
kullanilmasi ile gerceklesir’*"¢"37 in vitro olarak indirek temasin saglanmasi
ise agar overlay, milipor filtre veya dentin bariyer gibi sert ara bir katmanin

hiicreler ve materyal arasina yerlestirimesi ile gerceklegir®®:136:138.139.140

Cao ve arkadaslari'®, doért farkli 1sik kaynaginda polimerize olan
kompozit materyallerin, L-929 hucrelerine direk temas, indirek temas ve
ekstraksiyon sivilarinin direk temasi olmak Uzere U¢ sekilde sitotoksisitelerini
24 saat sure ile degerlendirmiglerdir. Direk ve indirek temas yontemlerinde
benzer sonuclar elde edilmesine ragmen, ekstraksiyon sivilarinin temasi

sonucu elde edilen verilerin hassasiyetinin daha az oldugunu gézlemlemigler,
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hicre-materyal direk temas ydnteminin in vivo fizyolojik ortami daha iyi taklit

ettigini ongoérmuslerdir.

Saw ve arkadaslari'??, kompozit materyallerin sitotoksisitesini L-
929 hicre dizisinde, ug¢ farkli temas yontemi ile incelemislerdir. MTT testi
sonuglarina gobre hassasiyet derecelerine gore ekstraksiyon sivisi

temasi<direk temas testi< indirek temas testi olarak siralamislardir.

Tang ve arkadaslan™' alti cesit metakrilat polimerinin
sitotoksisitesini, insan oral fibroblast kiltarinde, farkli hiicre-materyal temas
yontemleri ile incelemiglerdir. indirek yéntemdeki bariyerin varliginin, hiicre
canlihigini etkiledigini, rezin toksisitesinde bilinmeyen faktorlerin ortaya
citkmasina neden oldugunu aciklamiglardir. Sitotoksisitenin belilenmesinde
direk yontemin kullanimini dnermiglerdir. Arastirmamizda hicre- materyal
temas! icin ekstraksiyon test yonteminin secilmesinin nedeni, agiz
mukozasinin protez kaide maddelerinden tukrige salinan komponentler ile

direk temasta olmasidir.

ISO 10993-5 numarali “Sitotoksisite testleri-in vitro yontemler”
bolimuine gobre ekstraksiyon suresi olarak 37°C’ de 24 saatlik sureyi
onermektedir. Ancak calismalarda farkh  ekstraksiyon sdrelerinde
deg@erlendirilmeler yapilmaktadir. Ayrica daha belirleyici sonuglar elde etmek
icin vasat ile test materyalinin daha uzun sureli temas etmesi gerektigi bildiren

calismalar vardir''>142,

Sitotoksisite degerlendirmeleri, 24 saat dncesi akut,
24 saat sonrasi subakut sitotoksik etkiler seklinde belirtiimistir. Bu ¢alismada,
rezinlerin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla 1 ve 24 saat akut donem;

3,5,7,14 gun subakut, uzun donem inkubasyon periyotlari segildi.

in vitro sitotoksisite testleri ile ilgili diizenlemelerin yer aldigi ISO
10993- 5’de belirtilen kriterlere gore; negatif kontrol materyaline oranla hicre

proliferasyonunu % 25'ten daha az inhibe eden (% 75ten fazla hicre
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proliferasyonu) materyaller “non-sitotoksik”, % 25-50 arasinda inhibe eden (%
50-75 hucre proliferasyonu) materyaller “hafif derecede sitotoksik”, % 50-75
(% 25-50 hucre proliferasyonu) arasinda inhibisyon olusturan materyaller
“orta derecede sitotoksik” ve % 75’'ten fazla inhibisyon olugturan (% 25'ten az
hicre proliferasyonu) materyaller ise “yUksek derecede sitotoksik” olarak

siniflandiriimaktadir.

Arastirmamizda, protez kaide maddelerinin biyolojik ortamda
(htcre kdlturt vasatinda) ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin direk
olarak hucre kulturlerine uygulanmasi sonucunda belirlenen in vitro hucre
proliferasyon degerlerine dayanarak; incelenen deney gruplarinin ISO 10993-
5 ’de belirtilen kriterlere gore in vitro sitotoksik o6zellikleri ‘hafif derecede
sitotoksik’ ile “non-sitotoksik” dereceler arasinda degismektedir. Bu
calismada, 1si ile, ve kimyasal yolla polimerize olan deney gruplarinin in vitro
sitotoksik etkileri 1. gun en yuksek degerde iken, ilerleyen zaman
periyotlarinda dogru orantili olarak canlilik yuzdeleri artis gostermekte; bir
bagka deyigsle in vitro sitotoksik etkileri azalmaktadir. Asetal rezinde 5. gunde
en yuksek degerde sitotoksisitite gozlenirken; 7. ve 14. gunlerde sitotoksik
etkide azalma gozlenmistir.

Vallitu ve Ekstrand'*?

, protez kaidesinde bulunan artik metil
metakrilat monomerinin 1. glinde en fazla, % 96’sinin ilk 7 giinde daha fazla
salinim gosterdigini; kalaninin ise 30 gun igcinde azalarak salindigini
belirtmiglerdir. Uzayan surelerde elde edilen ekstraktlarin sitotoksisitesinin
dusme nedenini, ilk 24 saat icinde besi yerine salinan maddelerin zamanla
parcalanmasi veya besi yeri icindeki kimyasallar ile etkilesime girmesi olarak

aciklamiglardir.

Huang ve arkadaslan®, isi, i1sik ve kimyasal olarak polimerize
olan kaide maddelerinden elde ettikleri 1, 3 ve 5 gunluk ekstraktlari insan agiz

epitelyal KB hicre dizisinde ve primer insan agiz fibroblastlarinda
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incelemislerdir. En fazla sitotoksik etkinin buttin rezinlerde 1. giinde meydana
geldigini gdzlemlemisler; batlin periyotlarda otopolimerizan akrilik rezinin, 1si
ile polimerize olan akrilik rezinden daha sitotoksik oldugunu, 5 gun sure ile
toksik etkinin azalarak devam ettigini belirtmiglerdir. Bu sonugclarin
polimerizasyon orani veya kaide maddeleri icinde bulunan materyallerin

miktari ile ilgili olabilecegi bildirilmektedir>®’.

Bu arastirmada da, 1si ile, ve kimyasal yolla polimerize olan
rezin, 1. gun en yuksek degerde sitotoksik etki gostermektedir. Butin zaman
periyotlarinda kimyasal yolla polimerize olan akrilik rezin, isi ile polimerize
olan akrilik rezinden daha toksiktir. Protez kaide materyallerinin temel
iceriklerinin deney gruplari arasinda zaman zaman benzerlik gostermesine
ragmen, yine de kullanilan monomerlerin farkli olmasi ve polimerizasyon
yontemlerini farklihdi, ortaya ¢ikan bu sonuglarin temel nedeni oldugunu

dusundurmektedir.

Sheridan ve arkadaslari’, farkli ydéntemlerle polimerize olan
kaide maddelerinin sitotoksisiteleri Uzerinde yaptiklari ¢calismada en yuksek
toksisiteye, kimyasal olarak polimerize olan kaide maddesinin ve en dusuk
toksisiteye ise mikrodalga ile polimerize olan kaide maddesinin sebep

oldugunu bildirmiglerdir.

Benzer sekilde Cimpan ve arkadaslan®’, isi ile, kimyasal olarak
ve mikrodalga enerijisi ile polimerize olan 3 farkli kaide maddesinin L929 fare
fibroblast hucre kulturleri Gzerinde olusturduklari sitotoksisite dereceleri ve
hdcre olum mekanizmalari incelenmis, kimyasal olarak polimerize olan kaide
maddesinden salinan maddelerin 1s1 ve mikrodalga ile polimerize olan kaide
maddelerine oranla daha fazla oldugunu ve bu nedenle de materyallerin daha

fazla sitotoksisiteye neden oldugunu rapor etmiglerdir.
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Ergiin ve arkadaslan®®, kimyasal, 1si ve mikrodalga enerijisi ile
polimerize olan 4 protez kaide rezin monomerlerinin toksik etkilerini primer
insan gingival fibroblastlar hicre kualturd kullanarak in vitro olarak
deg@erlendirmiglerdir. Sonucta test edilen tim materyallerin monomerlerinin
farkli konsantrasyonlarda ve zaman periyotlarinda sitotoksik etkiye sahip
oldugunu bildirmiglerdir. Protez kaide rezinlerinin monomerlerinde gorulen
sitotoksisitenin, saf metil metakrilata ilave edilen ¢apraz baglanti ajanlarina
(glikol dimetakrilat, treetilen, tetraetilen) ve inhibitér maddelere (hidrokinon)

bagl olarak arttigini ifade etmisglerdir.

Tsuchiya ve arkadaslar®®, s, mikrodalga ve kimyasal yolla
polimerize olan protez kaide rezinlerinden formaldehit ve MMA salinimini ve
bunlarin sitotoksisite potansiyellerini in vivo ve in vitro olarak incelemislerdir.
Akrilik rezinlerin her Ggunde de in vivo ve in vitro sartlar altinda formaldehit ve
MMA salindigini ortaya koymuslar, ancak onemli salinimin oto polimerize
edilen akrilde goruldugunu bildirmiglerdir. Mikrodalga ve 1s1 ile polimerize olan
rezinlerde salinim oranini ¢ok daha dusuk bulmuslardir. Sonug olarak tam ve
bdlimlU protezlerin hastaya takilmadan 6nce suda bekletiimesinin 6n salinim
ile hem MMA'I hem de formaldehiti 6nemli oranda uzaklastiracagini

bildirmiglerdir.

Melilli ve arkadaslari’, dért tip akrilik rezinin (iki 1s ile, bir oto-
polimerize ve bir 1sik ile polimerize) sitotoksisitesini BALB/C 3T3 fibroblast
hacrelerinde 24, 48 ve 72 saat inkubasyon periyotlarinda incelemis,
otopolimerize akrilik rezinde en disiik canlilik yiizdesinin (%57) ilk 24 saatte
g6zlendigini bildirmislerdir. Oto polimerize akrilik rezinde yuksek sitotoksisite
gOzlenirken, is1 ve 1sikla polimerize rezinlerde kimyasal iceriklerindeki serbest

monomer yokluguna bagl olarak biyouyumluluk gozlendigini belirtmiglerdir.

Arastimamizda U¢ materyal oOrnekleri ve kontrol grubu

karsilastirildiginda 14. gun salinim sonuglarinda htcre canlilik degerleri “non
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-sitotoksik” ¢ikmigtir. Bunun nedeni salinimin ilk 7 gunde fazla olmasina
bagli hicre olumd, 7- 14. gunler arasinda ise salinan arttk monomer
miktarinin azalmasina bagli olarak tekrar hucre olusumunun gozlenmesi

olarak agiklanabilir.

Ergiin ve arkadaslar™*, kimyasal, i1si ve mikrodalga enerjisi ile
polimerize edilen dort protez kaide materyalinin sitotoksisitesini primer insan
gingival fibroblast hicre kultirinde agar difizyon ve filtre diflizyon test
yontemi ile degerlendirmislerdir. Polimerize edilen rezin &rnekler, agar
difizyon ve filtre difuzyon test yoOntemlerinde toksisite bulgusu

gostermemistir.

Aykent ve arkadaslan'®, ¢ farkll protez kaide rezin
materyalinden hazirlanan ornekleri tavsan damak mukozasina yerlestirerek
sitotoksik etkilerini degerlendirmiglerdir. Ornekler yerlestirildikten 8 hafta
sonra denekler sakrifiye edilmigtir ve alinan doku 6rnekleri patolojik olarak
incelenmistir. Sonug olarak, Acron MC (mikrodalga enerjisi ile polimerize olan
akrilik rezin) lvocap ve Paladent’ e gbore daha dusuk sitotoksik etki
gostermistir.  U¢ rezin materyali de kollajen dokusunda yikici etki
olusturmamistir. Fakat tim rezin materyalleri epidermal blyume faktor

reseptorunu onemli olgude uyarmistir.

Sipahi ve arkadaglarl‘%, arastirmalarinda isi, 1sik, kimyasal ve
mikrodalga enerjisi ile polimerize olan akrilik rezin materyalinin hucre
proliferasyonu ve gingival fibroblastlar Uzerindeki toksik etkilerini
kargilagtirmiglardir. Hazirlanan test orneklerinin toksisitesini degerlendirmek
igin, hucre canlihgr MTT hucre kultura test yontemi ile 48. ve 120. saatlerde
Olculmustur. Protez kaide materyalleri, igeriklerine ve polimerizasyon
islemlerine bagh olarak orta ve dusuk seviyelerde toksisite gostermistir. Test
ornekleri arasindaki en fazla toksik etkiyi kimyasal olarak sertlesen kaide

materyali gostermigtir. Toksisite sirasiyla isiyla sertlesen, gorulebilir 1sikla
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sertlesen, mikrodalga ile sertlesen kaide materyalinde gozlenmis. Kimyasal
olarak sertlesenlerde; 48 saatte % 75, 120. saatte % 78, isI ile sertlesen
orneklerde, 48. saatte % 80, 120. saatte % 82 hicre canhligi elde edilmigtir.
Bizim calisma sonuglarimizla kargilastirdigimizda, isi ile ve kimyasal olarak
polimerize olan akrilik rezinlerin 1. ve 3. gun zaman periyodundaki hucre
canlilik deg@erleri, Sipahi ve arkadagslarinin 48. ve 120. saat galisma bulgulari

ile benzerlik gostermektedir.

Literatirde akrilik rezin protez kaidelerinin polimerizasyon
yontemlerinin in vitro sitotoksisitesinin incelendigi birgok c¢alisma yer

almaktadi r3,5,7,44,73,90,91 ,94,107,1 12,143,146,147.

Kaide maddelerinin sitotoksisite degerlendirmelerine yonelik
literatir taramasinda, genellikle akrilik rezinlerin karsilastirmali olarak
degerlendirmelerinin  yapildigi  goriilmektedir*>” 1914 1960’lardan  sonra
protez kaide maddesi olarak kullanimi piyasaya surulen asetal rezin ile akrilik
rezinlerin biyouyumluluklarinin kargilastirildigi bir calismaya rastlanmamistir.

Formaldehit polimerizasyonundan olusan asetal rezin kalp

kapakci§l  protezleri®®, ortopedik implantlar®’, total kalga, eklem

96,99

protezleri gibi gesitli alanlarda kullaniimaktadir.

Pennick ve arkadaslar®®, 5 giin siire ile 1,5,10,15 ve 20 defa
otoklavdan gegcirilen beyaz asetal rezinin, insan mezengimal kok hucrelerinin
¢ogalmasina ve kondrogenik farkhligina negatif etkisinin olup olmayacagini
incelemiglerdir. Sonug olarak, MSC hucrelerinin POM’u etkilemedigini, bir
haftalik periyotta POM’'dan saliniminin gergeklestigi ekstraksiyon sivisinin,
hacrelerin  ¢gogalma oraninda belirgin  bir degisiklik olusturmadigini
belirtmiglerdir. POM materyalinin 6zellikle insan MSC hucreleri igin zararsiz
bir materyal oldugunu bildirmigler, nedenini ise degisik hucre kulturlerinin

hassasiyetindeki farklilik, materyalin hazirlanis sekli olarak aciklamislardir.
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Materyalin hazirlanma asamasinda 20 defa otoklavlanmasi formaldehit veya
diger termal olarak yikilan drunlerin azalmasina neden olabilir. Bu galisma,
bizim c¢alismamizla farkhlik gostermektedir. Asetal rezin ornekleri, SO
standartlarina gore “orta derecede sitotoksik”; kimyasal olarak ve 1si ile
polimerize olan akrilik rezin orneklerinden ise istatistiksel olarak anlamli

sitotoksik etki gostermisgtir.

1959 vyilinda, Dupont arastirmacilari, enzimler, 1si, asitler,
radyasyonla molekullerine parcalanmadigi muddetce stabil kalan polimer
gelistimiglerdir. Kusy ve Turner'*®, sekiz polimerin kimyasal analizini incelemis
ve en etkii hassasiyeti POMwun termal depolimerizasyonunda
g6zlemlemiglerdir. Diger polimerlerle karsilastirildiginda, POM isiya maruz
kaldiginda, polimerizasyonunda geriye donus gergeklesmekte, bu da zararli

oldugu bilinen artik monomerlerin agiga ¢gikmasina neden olabilmektedir.

Ohlin ve Linder*®, POM’un toksisitesini, albino tavsanlarinda in
vitro olarak incelemisglerdir. Sonug olarak makrofajik ve dev hicre aktivasyonu
ile yabanci doku reaksiyonu gozlemlemiglerdir. POM’un kullanildigi total kalga
protez ameliyati geciren bir¢ok hastada, fibrinoid nekroz ve rezorbsiyon
g6zlendigini, buna neden olan supheli materyalin ise POM oldugunu

belirtmiglerdir.

Kusy ve Whitley'!, ortodontik braket olarak kullanilan POM
braketlerin kimyasal olarak olusturdugu uUrunleri, braketin termal analizi
sirasinda ve abrazyonu sonrasinda incelemisler, POM’un isiyla veya
kimyasal olarak asindiginda toksik formaldehit olusturdugunu belirlemiglerdir.
Termal analiz sonucu, POM braketin erime sicakhiginin 178°C, POM
Griinlerinin  ayristigi  sicakliginin  250°C oldugunu  bildirmisler; 420°C’de
formaldehit'e donusimun gercgeklestigini gézlemislerdir. Sonug olarak POM,
olumlu mekanik ve fiziksel dzellikleri nedeniyle; formaldehit salinimina neden

olabilecek kimyasal (asitler, alkaliler, enzimler), mekanik (abrazyon,
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surtinme) veya radyolojik (x 1sini1) etkilere maruz kalinmadigi muddetge
kullanilabilir. Ancak, termokimyasal analizler ve radyokimyasal calismalar
sonucu, POM braketlerin ve kronlarin ortodontide ve pedodontide

kullanilmamasi gerektigini bildirmislerdir.

Laluppa ve arkadaslan'®, cesitli plastik materyallerinin
sitotoksik etkilerini hematopoetik kok hicrelerinde in vitro olarak incelemistir.
POM’'un hacrelere direk veya indirek temasinda, koloni olusumunu ve
hematopoetik kok hdcrelerinin  bliyumesini azalttigini gozlemlemiglerdir.
Bunun nedeninin, plastik materyalden salinan toksik maddelere bagl
oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma sonuglari bizim c¢alisma sonuglarimizla
paralellik gostermektedir. Bu c¢alismada, asetal rezinin hucre canlilik
degerinde, akrilik rezinlerle karsilastirildiginda, 3. ve 5. gunlerde azalma
g6zlenmistir. Hulcre proliferasyonu degerlerindeki bu azalmanin nedeni,
polimerizasyonu tamamlanmamis kimyasal maddeler, kultur ortaminda
meydana gelebilecek negatif bir kosula bagh olabilen biyolojik cevaba badli

olabilir.

Calismamizda, pembe renkte asetal rezin kullanilmistir. Ozkan
ve arkadaslar™®, pembe ve beyaz asetal rezinin renk stabilitesini
incelemigler, beyaz asetal rezinin daha az renk stabilitesinin oldugunu
g6zlemiglerdir. Bunun nedenini, polmerizasyon asamasinda fazla i1sitma,
etkisiz basing, renkliligi saglayan akrilik fiberlerin olusturdugu poréziteye bagli
olabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da asetal rezine renk veren

akrilik fiberler veya olasi pordzite varligi sitotoksik etkiyi arttirmig olabilir.

Rezin materyalinin neden oldugu sitotoksisitenin, materyalden
salinan reaksiyona girmemis bilegsiklerden veya uUrunlerden kaynakli oldugu
bilinmektedir. Protez kaide rezinlerinde toksik reaksiyon olusturma
potansiyeline sahip maddeler metil metakrilat, formaldehit, benzoil peroksit,

hidrokinon, boya maddeleri, metakrilik asit, dibutilfatalat, fenil benzoat, fenil
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salisilat ve disikloheksil fatalatdir. Bu maddelerden birinin ya da birkaginin
salinimi sitotoksisiteye neden olmaktadir. Ancak asil neden polimer igindeki
polimerize olmamis artik monomerdir ve rezindeki artik monomer oranindaki

artis hassasiyeti arttirmaktadir.

Formaldehit %37 H2,CO, %47-%53 su, %10-%15 metanol iceren
gazdir. CH,0 buharinin mukoza membraninda irritasyon yaptigi ve dermatit
olusturdugu bilinmektedir. Su ile reaksiyona girdiginde veya yutuldugunda,

CH.0 karin agrisi, hematri, hatta 6lime neden olabilmektedir'®".

Artik monomer miktari; kaide maddelerinin kompozisyonu,
polimerizasyon yontemleri ve kosullarina baglh olarak degdismektedir.
Rezinlerin kimyasal icerigi ve safligi, monomerin polimere donusme miktari
rezinin biyolojik ve fiziksel dzelliklerini etkilemektedir®. Yapilan calismanin bir
in vitro test olmasi sebebi ile in vivo kosullar ile dogrudan bagdastirilamasa
bile bu tar testlerin, biyomateryallerin biyouyumlululugunun
deg@erlendiriimesinde Oonemli rollerinin  oldugu unutulmamalidir. Ayrica
meydana gelen hidcre Olumlerinin kaide maddelerinden salinan spesifik
maddelere bagli olarak meydana gelebilecegi dusunuldugunden ileri

calismalara ihtiya¢g duyulmaktadir.
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6. SONUGLAR

Rutin pratikte protez kaide maddesi olarak kullanilan isi ile
polimerize olan akrilik rezin, kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ve
asetal rezinin 1. saat ve 1.,3.,5.,7.,14. gunluk inkibasyon sureleri sonunda
sitotoksistelerinin MTT testi ile degerlendirildigi bu calismada asagidaki

sonuglar elde edilmistir:

1. Butun inkubasyon surelerinde, ¢alismamizda kullanilan kimyasal olarak
polimerize olan akrilik rezin, 1si ile polimerize olan akrilik rezinden daha fazla

sitotoksik etki gostermisgtir.

2. Butin materyallerin MTT testi sonucu elde edilen optik yogunluk degerleri
incelendiginde; 1.,3.,5.,7. gunlerde, U¢ protez kaide maddesinde de kontrol
grubuna gore daha fazla sitotoksik etki gozlenmistir ve farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

3. Calismamizda kullanilan 1si ile polimerize olan akrilik rezin ve kimyasal
olarak polimerize olan akrilik rezin 1. gunde en yuksek degerde sitotoksik etki
gosterirken; ilerleyen zaman periyotlarinda dogru orantili olarak htcre canlilik

yuzdelerinde artis gostermektedir.

4. Asetal rezin, 5. gunde en yuksek degerde sitotoksisite gosterirken; 7. ve

14. gunlerde sitotoksik etkide azalma gozlenmisgtir.
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7. OZET
UG FARKLI PROTEZ KAIDE MATERYALININ SITOTOKSISITELERININ iN
VITRO HUCRE KULTURUNDE INCELENMESI.

Bu calismanin amaci, 1si ile polimerize olan akrilik rezin,
kimyasal olarak polimerize olan akrilik rezin ve asetal rezinin 1. saat ve
1.,3.,5.,7.,14. gunluk inkUbasyon sureleri sonunda sitotoksistelerinin L-929

fare fibroblast hlicrelerinde incelenmesidir.

Her bir inkubasyon suresi igin 5 ornek, aseptik kosullarda 10
mm c¢apinda ve 1 mm kalinliginda olacak sekilde, steril kaliplarda
hazirlanmigtir. Sitotoksisite sonuglari MTT testi ile degerlendirilmistir. Grup
ortalamalarinin kargilagtiriimasi igcin tek yonla varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir. Kontrol grubu ile deney gruplarinin karsilastiriimasinda ¢oklu
karsilastirma testlerinden Dunnet; diger karsilastirmalarda Tukey HSD
yapilmistir.  Rezin Orneklerin butlin inkUbasyon periyotlarinda istatistiksel

olarak farkhlik gozlenmistir.

Sonug¢ olarak, butin inklbasyon surelerinde, kimyasal olarak
polimerize olan akrilik rezin, 1si ile polimerize olan akrilik rezinden daha fazla
sitotoksik etki gostermistir. Isi ile polimerize olan akrilik rezin ve kimyasal
olarak polimerize olan akrilik rezin 1. giinde en yuksek degerde sitotoksik etki
gostermistir. Asetal rezin, 5. gunde en yuksek degerde sitotoksisite

gosterirken; 7. ve 14. gunlerde sitotoksik etkide azalma gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akrilik Rezin, Asetal rezin, Sitotoksisite.
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8. SUMMARY

EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY OF THREE DIFFERENT DENTURE
BASE RESIN MATERIALS IN VITRO.

The purpose of this study was to evaluate the cytotoxic effects
of the heat-polymerized and auto-polymerized acrylic resins; and acetal resin
as denture base materials on L-929 mouse fibroblast cells over 1st hour, 1st,
3rd, 5th, 7th, 14th days period.

Five samples of each resin were fabricated under aseptic
conditions in sterile moulds 12 mm in diameter and 1 mm thick for every
incubation period. Cytotoxicity of resins was measured by MTT test.
Statistical significance was determined by one-way ANOVA. Tukey and
Dunnet tests were used to determine differences among the groups.
Statistically significant difference was found among test groups at all time

incubation periods.

The results showed that; the auto-poymerized resin showed
more cytotoxic effect than heat-polymerized resin in all time periods. The
autopolymerized resin and heat-polymerized resin showed highest cytoyoxic
effect on the first day; however acetal resin showed highest cytotoxic effect
on the 5th day than heat and auto-polymerized resin; the cytotoxic effect of

acetal resin decreased on 7th and 14th days periods.

Keywords: Acrylic resin, Acetal resin, Cytotoxicity.
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